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Resumo:

O dleo de “andiroba” é um produto natural extraido das sementes de Carapa
guianensis Aubl. que € conhecida por ser repelente de insetos e de ter uma agao
antiinflamatdria. Trabalhos indicam que os tetranortriterpendides presentes no 6leo
sdo responsaveis por estas acoes.

Uma metodologia analitica para a quantificagao de tetranortriterpendides em
oleo de “andiroba” foi desenvolvida. Para tanto foi elaborado um método de preparo
de amostra com extracdo em fase sélida e duas metodologias cromatograficas, uma
por cromatografia liquida de alta eficiéncia e outra por cromatografia a gas de alta
resolucdo. Para o desenvolvimento do método cromatografico de CLAE utilizou-se
um desenho experimental.

O meétodo de extragcdo em fase solida foi realizado com um suporte de silica,
utilizando cloroférmio para eluir os glicerideos e uma mistura cloroférmio acetonitrila
para eluir os tetranortriterpendides. O método de cromatogradia liquida foi realizado
em modo isocratico com fase moével composta de agua/acetonitrila/metanol
35:35:30, coluna C18 e detecgcdo a 210 nm. O método de cromatografia em fase
gasosa foi realizado em coluna de 95% metil silicone com 5% de fenil silicone e
deteccido em detector de ionizagdo de chama.

Para uso como referéncia na quantificacdo de tetranortriterpendides, a 7-
desacetoxi-7-oxogedunina, um tetranortriterpendide, foi isolado através de técnicas
diversas como a extragao solido-liquido e extragao em fase sodlida. A 7-desacetoxi-7-
oxogedunina foi caracterizado por cromatografia a gas acoplada a espectrometria de
massas, ressonancia magnética nuclear e calorimetria exploratéria diferencial.

Com a 7-desacetoxi-7-oxogedunina como referéncia os dois métodos foram
pré-validados, ambos apresentando bons resultados para os parametros de
validacio estudados.

Este trabalho contribui para a vigilancia sanitaria do 6leo de “andiroba” e de
produtos derivados na medida que fornece uma metodologia de analise, para as

substancias tidas como responsaveis pelas agdes farmacoldgicas deste dleo.
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Abstract

Crabwood oil is a natural product extracted from Carapa guianensis Aubl.
seeds, its antiinflammatory and repellent properties must be due to the presence of
tetranortriterpenoids in this oil.

An analytical methodology for the determination of tetranortriterpenoids in
crabwood oil was developed and a sample preparation method involving solid-phase
extraction was also developed along with two chromatographic methods, one by high
resolution gas chromatography and the other by high performance liquid
chromatography. For the development of the HPLC method an experimental design
was carried out.

The solid-phase extraction method used silica as support, chloroform to elute
glycerides and a mixture of chloroform and acetonitrile to elute tetranortriterpenoids.
The liquid chromatography was carried out in isocratic mode with mobile ohase
composition of water/acetonitrile/methanol 35:35:30, a C18 column and detection at
210 nm. Gas chromatography was carried out with a 95% methyl silicone 5% phenyl
silicone column and flame ionization detection.

7-desacetoxy-7-oxogedunin was isolated through methods such as solid-
liquid extraction and solid-phase extraction, to be used as reference for the
determination of tetranortriterpenoids by the analytical methods. 7-desacetoxy-7-
oxogedunin was characterized by Gas Chromatography-Mass Spectrometry, Nuclear
Magnetic Resonance and Differential Scanning Calorimetry.

The use of 7-desacetoxy-7-oxogedunin as reference allowed the prevalidation
of the two chromatographic methods developed. Both methods showed good
performances in the validation parameters studied.

This work contributes to the sanitary surveillance of the crabwood oil and related
products since it presents analytical procedures for the determination of the class of

substances considered to be responsible for this oil's pharmacological properties.
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1.0 Introdugéao
1.1 A espécie Carapa guianensis Aubl.
1.1.1 Caracteristicas Botanicas

A espécie Carapa guianensis Aubl. (Meliaceae), conhecida popularmente
como “andiroba”, € uma arvore de grande porte, alcangando até 30m de altura com
tronco reto e cilindrico. A casca € amarga e avermelhada, fissurada em tiras
estreitas, superficialmente caduca, com espessura de até 1 cm, apresentando
descamagao nas placas. As folhas sdo compostas longo-peciolados alternas, com
30-60 cm de comprimento e até 50 cm de largura, apresentando foliolos
parimpinados com até 19 pares, em sua maioria opostos, ovais-oblongos, curtos-
cuspidados ou agudos, subcoriaceos, verde-escuros, glabros, planos, de margem
inteira, peninérveos com nervuras secundarias bem marcadas. A arvore apresenta
inflorescéncias em paniculas axilares, principalmente na extremidade dos ramos,
com cerca de 30 cm de comprimento. As flores sdao sub-sésseis, glabras, sub-
globosas e de cor creme. O fruto é na forma de capsula globosa deiscente, com 6-8
cm de didmetro, tendo em seu interior 8-6 sementes, angulosas, ferrugineas, que
fornecem cerca de 70% de um dleo espesso, de cor amarelo-escura. C. guianensis
ocorre em toda a Amazobnia, em matas de varzeas ou regides alagadigcas dos rios,
as vezes formando pequenas aglomeragdes. Existe ainda nas Antilhas, Nicaragua,
Peru, Suriname, Guianas, Africa tropical, Coldmbia e Venezuela (Vieira et al., 2004).
Na figura 1 estdo apresentadas fotos da C. guianensis e suas partes.

Como espécie vegetal util, a C. guianensis tem se mostrado uma arvore
versatil, demonstrado pelos diversos trabalhos publicados sobre ela. E uma fonte de
madeira de boa qualidade e seu cultivo € uma boa opgao de reflorestamento em
areas degradadas (Bauch et al., 2000). Com este objetivo, foi estudada a morfologia
da copa, para avaliar o espago necessario para a o crescimento desta arvore
(Tonini et al., 2005), assim como o fluxo de nutrientes e o balanco e o potencial de
agua relacionados ao crescimento em suas plantagdes (Dunisch et al., 2002; 2003).
A longevidade das sementes também foi objeto de estudos, tanto em regides de
terra-firme como em varzea (Scarano et al., 2003). Outros trabalhos, com foco
ecologico, abordaram a diversidade genética da C. guianensis (Hall et al.,, 1994;
Dayanandan et al., 1999; Cloutier et al., 2005; Duminil et al., 2006); incluindo o
impacto do desmatamento seletivo na diversidade genética desta arvore (Cloutier et
al., 2007), assim como o impacto do desmatamento seletivo no fluxo de CO; destas

regides (Silva et al., 2004).






Figura 1: Fotos da arvore, folhas, frutos, castanhas e casca da C. guianensis.

O dleo, que é o principal produto desta arvore, é utilizado medicinalmente e
vem sendo estudado com varios outros objetivos, por exemplo, como aditivo para
prevenir a formacao de depodsitos em sistemas de exploragdo de petréleo (Rocha
Junior et al.,, 2006), como matéria-prima para a producdo de biotensoativo por
processos microbioldgicos (Costa et al., 2006) ou ainda no estudo de sistemas de
producgao de biodiesel (Abreu et al., 2004).



1.1.2 Estudos sobre Carapa guianensis e derivados voltados para a area de
saude.

A C. guianensis é usada tradicionalmente no tratamento de moléstias
diversas. Alguns trabalhos etnograficos, envolvendo uma série de entrevistas em
comunidades de caboclos da ilha de Marajo sobre plantas utilizadas com objetivos
medicinais, relatam inumeros usos para a C. guianensis (Hammer et al., 1993),

conforme descritos na tabela 1.

Tabela 1: Usos medicinais da Carapa guianensis.

Moléstia ou agdo Parte da planta utilizada

Artrite Oleo de “andiroba” aplicado diretamente sobre as
juntas.

Inflamacao da Garganta Uma colherada de dleo de “andiroba” com fruta

de “cabacinha”: gargarejar uma vez ao dia. Se
nao ha “cabacinha”, tomar apenas o 6leo ou 6leo

com mel.
Repelente de insetos O dleo é aplicado diretamente sobre a pele.
Cicatrizante O ¢leo é aplicado diretamente sobre a ferida ou

um decocto do cértex € preparado, e o liquido
aplicado sobre a ferida.

Diarréia O decocto do cortex € bebido trés vezes ao dia.

Diabetes Um copo do decocto do cortex € bebido trés
vezes ao dia.

Infecgao de ouvido O ¢6leo é colocado em agua quente e misturado
ao leite humano, mistura que é pingada no
ouvido.

Estimulante digestivo O Cortex é macerado e seco durante 15 dias;

este material entdo é misturado com agua e
tomado antes das refeigdes.

Cancer uterino O odleo ¢é aplicado diretamente na regiao vaginal e
na parede do cervix.

Coerentemente com os resultados relatados, as propriedades da C.
guianensis no combate a insetos tem sido um dos principais objetos de estudo com
a arvore. Pereira (1998) demonstrou o poder de repeléncia a mosquitos exercido
pelo bagaco resultante do processo de extracdo do 6leo de “andiroba”, chegando a
desenvolver uma vela repelente a partir deste material, para a qual se depositou
uma patente (Fiocruz, 2000). O mesmo trabalho indicou que as substancias
presentes no bagaco, responsaveis por essa atividade sdo os tetranortriterpendides.

Por outro lado, a atividade repelente a Aedes sp do d6leo de “andiroba” foi



comparada a do repelente sintético largamente utilizado o N,N-dietil-3-
metilbenzamida ou DEET, ao contrario do bagago o 6leo apresentou uma atividade
repelente discreta muito inferior ao DEET (Miot et al., 2004). Em uma outra
abordagem, dois trabalhos estudaram a atividade inseticida contra larvas de Aedes
sp. ao invés da atividade repelente, Mendonga et al. (2005) demonstraram a
atividade larvicida de varias plantas, onde se incluia o 6éleo de “andiroba”. Estes
resultados nao foram confirmados por Silva et al. (2006), ao comparar, em
laboratorio, a atividade larvicida do o6leo de “andiroba” sobre duas linhagens de
Aedes aegypti, ja que os resultados variaram para as duas linhagens. A atividade
larvicida do bagaco da C. guianensis contra larvas de Aedes albopictus também foi
demonstrada por Silva et al. (2004) e, por fim, alguns tetranortriterpendides foram
isolados por Ambrozin et al. (2006), que também demonstraram uma moderada
atividade inseticida destes contra as espécies de formigas Atta sexdens rubropilosa.

Outro alvo terapéutico que tem sido explorado, também coerente com o saber
popular, € o efeito antiinflamatério da “andiroba”. A atividade antiedematogénica,
analgésica e antialérgica do 6leo de “andiroba” foi comprovada e os resultados
indicaram os tetranortriterpendides como responsaveis por este efeito (Penido et al.,
2005). Estudos mais detalhados da atividade antiinflamatéria dos TNTPD
demonstraram sua acao terapéutica em modelos in vivo de artrite, assim como a
atividade antialérgica em modelos mais especificos (Penido et al., 2006a e 2006b).
Adicionalmente, o éleo de “andiroba“ ndo evidenciou qualquer efeito toxicolégico em
ratos Wistar (Costa-Silva et al., 2007).

1.1.3 Patentes

Trabalhos como estes acima descritos colaboraram decisivamente para a
comprovacao das propriedades da C. guianensis atribuidas popularmente. Tal
conhecimento faz aumentar o desenvolvimento de produtos e aplicagdes e, portanto,
o0 consequente depodsito de patentes. Uma busca na ferramenta de pesquisa
Derwent sobre patentes que tratam de “andiroba” ou Carapa guianensis conduzem a
13 patentes, as quais podem ser divididas entre cosméticos e medicinais. E
interessante notar que quatro das patentes de cosméticos foram depositadas por M.
de Castro del Castilho individualmente, sendo que cada uma trata de um cosmético
com o Oleo de “andiroba”: xampu (1993a), creme condicionador (1993b), sabonete

(1993c) e creme hidratante (1993d). Estas patentes foram depositadas no Brasil e,
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seguindo a legislagdo, ndo fazem nenhuma reivindicagdo terapéutica. As duas
demais patentes foram depositadas no Japao; uma delas protege de forma
generalizada o uso em formulagbes cosméticas externas, com o objetivo de
melhorar as fungdes corporais, e sdo estendidas para outras espécies que nao a C.
guianensis (Lion Corp., 2001). A outra patente é mais especifica, e refere-se ao uso
de “andiroba” - ndo mencionando o nome Carapa guianensis - € outras plantas, em
formulacbes cosméticas para a prevengao de cabelos brancos (Lion Corp., 2002).
Entre as patentes em saude, duas sao depositadas pela Fiocruz. Uma trata
de formulacdes farmacéuticas com o 6leo de “andiroba” e/ou tetranortriterpendides
extraidos desta, para o tratamento de condigdes alérgicas (2006). A segunda
patente, ja mencionada acima, trata de dispositivos repelentes baseados em bagaco
de C. guianensis (2000). Duas outras patentes depositadas no Brasil tratam de
formulacdes topicas, uma para o tratamento de condi¢des inflamatorias em geral
(Gerolano et al., 1988) e outra para o tratamento de vitiligo (Moreira et al., 2000).
Chama a atencdo também uma terceira patente também depositada no Brasil
(Machado et al., 2003) que trata de um dispositivo para repeléncia de insetos que
utiliza dleo de “andiroba” e 6leo de “eucalipto”; este tipo de atividade ja esta coberto
pela patente acima mencionada (Fiocruz, 2000) e, por isso mesmo, talvez registrada
na classe de jogos, esportes e brinquedos. Outra patente (LAB BIOLOGIE
VEGETALE ROCHER YVES, 1998), depositada em varios paises, porém nao no
Brasil, trata do uso de extrato da castanha em formulacdes topicas para a prevenir a
formacgao de celulite. Do mesmo autor, ha uma outra patente, também sobre uma
formulacdo tépica para o tratamento da celulite, na qual o extrato lipidico da
“andiroba” compde com o hidroalcodlico de “ginseng” e “guarana” (LAB BIOLOGIE
VEGETALE ROCHER YVES, 2003). E interessante notar que nos dois casos fala-se

de “andiroba” e ndo de C. guianensis.

1.1.4 Tetranortriterpendides

Os tetranortriterpendides sao moléculas do grupo degradado dos triterpenos,
apos a perda de 4 atomos de carbono da cadeia lateral. Esta classe de substancias
€ conhecida pela sua atividade repelente de insetos e inseticida (Simdes et al.,
2001), na qual a substancia mais conhecida € a azadiractina, produzida pela
Azadirachta indica (Isman et al., 1990; Kumar et al., 1996; Nathan et al., 2006; Hallur

et al., 2002). A azadiractina € talvez o tetranortriterpendide no estagio mais
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avangado de desenvolvimento tecnoldgico, considerando que ja constitui a base de
um produto repelente comercializado nos Estados Unidos (Simdes et al., 2001).
Alguns trabalhos ja tratam da producdo desta substancia em culturas de células
(Prakash et al., 2006; Satdive et al., 2007; Prakash et al., 2007), a partir da cultura
da A. indica (Tewari et al., 2002; Nanang, 1998) ou da otimizagdo dos processos de
extragao e purificacdo (Johnson et al., 1997; Sharma et al., 2003). Assim como a C.
guianensis, a A. indica tem se mostrado bastante versatil, ao gerar estudos sobre
temas tdo variados, como biodiesel (Azam et al., 2005), como aditivo para adubacéo
de solo (Mohanty et al., 2007) e como suplemento na alimentacéo de cabras (Patra
et al., 2006). A presenca de tetranotriterpendides na C. guianensis € conhecida
desde a década de 60 (Connolly et al.,, 1966; Marcelle et al., 1975; Lavie et al.,
2001), também com registro em trabalhos mais recentes (Pereira, 1998). Alguns dos
tetranortriterpendides isolados da C. guianensis séo a 113-acetoxigedunina, 6a,11p3-
diacetoxigedunina, 7-desacetoxi-7-oxogedunina, andirobina; epoxiazadiradiona, 60—
acetoxi-epoxiazadiradiona, 6a-acetoxigedunina; a 6a-hidroxigedunina, angolensato
de metila e gedunina. As figuras 2 e 3 apresentam as estruturas de alguns deles. De
C. guianensis foram também isolados glicerideos, cumarinas, flavonodides e acidos
graxos de cadeia longa (Qi et al., 2003 e 2004).



11p -acetoxigedunina

11p, 60 -diacetoxigedunina

Figura 2: Tetranortriterpendides isolados de C. guianensis



epoxiazadiradiona 60 -hidroxigedunina

Figura 3: Tetranortriterpendides isolados de C. guianensis.



1.1.5 O 6leo de “andiroba”

O dleo de “andiroba” é o principal insumo extraido da C. guianensis. Ele é
retirado da castanha, que tem cor branca levemente rosada, € compacta, pouco
dura, oleosa e muito amarga. Cerca de até 43% da massa da castanha corresponde
ao oleo de “andiroba”, que é extraido por prensagem das sementes britadas secas,
método que garante cerca de 30% de rendimento. Outro método, de cunho
artesanal, passa por uma fermentagao das sementes por cerca de 20 dias formando,
no final do processo, uma massa espessa chamada de bagago. O bagaco € entédo
acondicionado em calhas, por onde o 6leo escorre para ser coletado. O rendimento
deste processo € mais baixo, ficando ao redor de 18%. Varias empresas no norte do
pais produzem o 6leo de “andiroba” com estes procedimentos visando a produgao
de insumos farmacéuticos, cosméticos ou com fins alimentares(Pereira, 1998). O
oleo de “andiroba” é constituido principalmente de glicerideos, acidos graxos e
substancias minoritarias como os tetranortriterpendides (Pereira, 1998). Para a
analise destas substancias estdo indicadas a principio técnicas cromatograficas
convencionais como Cromatografia a Gas de Alta Resolucdo(CGAR) e
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Ambas as técnicas ja foram
utilizadas anteriormente para o estudo de extratos derivados da C. guianensis
(Pereira, 1998).

O dleo de andiroba é vendido indiscriminadamente, por exemplo na internet,
(Orsa Florestal, 2007; Albrasil, 2007) propalando suas atividades acima

mencionadas, mas sem um controle efetivo de sua qualidade.



1.2 Desenvolvimento e garantia da qualidade de métodos analiticos

Nos ultimos anos o desenvolvimento de métodos analiticos tém sido
aprimorado pelo uso de ferramentas estatisticas que conferem mais confiabilidade
aos meétodos analiticos desenvolvidos. Duas dessas ferramentas sdo o Desenho
Experimental e a Validagdo de Métodos Analiticos. A seguir apresenta-se uma breve

discussao sobre estas ferramentas.

1.2.1 Desenho Experimental

O desenvolvimento de métodos quimico-analiticos ¢é tradicionalmente
realizado de forma empirica. Normalmente, varia-se um dos parametros mantendo-
se os demais fixos; num procedimento que nem sempre permite a avaliacdo das
interacdes entre os diferentes parametros envolvidos. Para contornar esta questéo,
se utilizam ferramentas estatisticas chamadas de Desenhos Experimentais. Estas
ferramentas ndo sdo novas, uma vez que algumas delas datam da metade do século
passado (Tedfilo et al. apud Dohelert, 2006) e tiveram seu uso difundido com o
avanco da informatica através de softwares especificos que, no entanto, ndo foram
desenvolvidos apenas com o objetivo de atender aos métodos analiticos, mas
também ao desenvolvimento e a otimizagao de processos em geral. Existem varios
tipos de desenhos experimentais e é necessario determinar qual o mais apropriado
para cada situacao.

No geral, os desenhos podem ser divididos em dois tipos, que também
descrevem as etapas do trabalho: desenhos de triagem e desenhos de otimizacgéao.
A etapa de triagem consiste em mapear todos os parametros envolvidos no
processo, no intuito de determinar quais sao significativos podendo-se, por exemplo,
langar mao de um planejamento fatorial. Neste planejamento, cada parametro tem, a
priori, dois valores estipulados: por exemplo, o fluxo de uma analise cromatografica
pode ser fixado em 0,5 e 1,5 mL/minuto, com o nivel inferior sendo denominado
como -1, e o superior denominado como +1. Com estes valores limites de -1 e +1,
definidos para cada parametro, projeta-se uma matriz, onde os dois valores s&o
variados. A tabela 2 exemplifica uma matriz de experimento para um método de
CLAE, que considera, além do fluxo, o volume injetado (Vollnj) e a concentracéo de
acido na fase mével (CA) como parametros. O numero de experimentos € igual a 2",
onde n € o numero de parametros e neste exemplo pode ser representado por um

cubo como na figura 4. Os experimentos sao entdo realizados variando-se apenas
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os fatores escolhidos e mantendo-se os demais fixos. Para a analise, deve-se
escolher uma variavel de saida que reflita o desempenho do processo como, por

exemplo, a resolugéo entre sinais.

Tabela 2: Matriz de experimentos para fluxo, volume injetado (Vollnj) e concentragéo de acido na fase
movel (CA).

Experimento Fluxo Vollnj CA

1 0,5 (-1) 5(-1) 0,1 (-1)
1,5 (+1) 5(-1) 0,1 (-1)
0,5 (-1) 40 (+1) 0,1 (-1)
1,5 (+1) 40 (+1) 0,1 (-1)
0,5 (-1) 5(-1) 1,0 (+1)
1,5 (+1) 5(-1) 1,0 (+1)
0,5 (-1) 40 (+1) 1,0 (+1)
1,5 (+1) 40 (+1) 1,0 (+1)

0 N O o b~ 0N

Figura 4: Esquema de representagédo dos experimentos.

O resultado da analise é a determinacédo da significancia de cada parametro
para o processo, observando-se que a significancia € medida entre os niveis -1 e +1
pré-estipulados. A etapa que se segue € a de otimizagdo. Os parametros que nao
demonstraram significancia para o processo sao fixados nos valores mais
convenientes, geralmente o0 menor, e se realiza outro desenho com os parametros
significantes. Neste presente exemplo, determinou-se que CA n&o é significativo e
sera utilizado o desenho de composto central, como planejamento de otimizagao
para os dois parametros significativos. No desenho de composto central, além dos
experimentos do planejamento fatorial, sao realizados experimentos no ponto central

dos parémetros (definidos pela média entre -1 e +1) e 0 que se denomina de
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experimentos estelares, assim chamados porque geram a forma de uma estrela no
esquema do desenho. Um esquema de desenho de composto central com dois

parametros é apresentado na figura 5.

-
a) " (42,0)

Xy i
(-1,1) (L1}

M, +2) 0,42)

nane (_‘J T LTI LTITTIILT ryvowrrem
0 X

(-1,-1) (L-1)

5 (V20

Figura 5: Esquema de desenho de composto central de dois fatores.

O desenho faz, portanto, um mapeamento das variaveis, e com o resultado da
variavel de saida montam-se graficos de superficie de resposta. Para tanto, é
necessario que se determine o valor desejado para a variavel de saida ou
desirability. Os graficos de superficie de resposta serdo montados em relagao a
desirability e os parametros, apontando os valores destes para valor étimo da
variavel de saida (Tedfilo et al., 2006; Araujo et al., 1996a; Araujo et al., 1996b).

1.2.2 Validagao

Nos ultimos anos, a validacédo de procedimentos e processos tém se colocado
como uma etapa essencial para o desenvolvimento de métodos analiticos. Este
procedimento ja € exigido, por exemplo, como requisito para o registro de
medicamentos, tanto sintéticos como fitoterapicos (Brasil, 2003a; Brasil, 2004).
Também a concessao de certificados de boas praticas de fabricacdo requer a
validacdo dos meétodos analiticos (Brasil, 2003b). O processo de validagdo é o
estudo da adequagao do metodo analitico para realizar o que se propde, ou seja,
identificar e/ou quantificar a presenga de uma ou mais substadncias em uma
determinada matriz. A validagdo de métodos analiticos € normalmente realizada pela
medida de diferentes parametros de desempenho (Taverniers et al., 2004; Ribani et

al., 2004). Os resultados sao entdo comparados com valores pré-estabelecidos que
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dependem de fatores como a aplicacdo do método, a matriz da amostra, etc. Os
parametros de validacado de métodos cromatograficos estdo apresentados na tabela
3.

Tabela 3: Pardmetros de validagdo(Tavarniers et al. 2004)

Parametros de validagao O que avalia

Seletividade Avalia a capacidade do método em selecionar o
sinal da molécula em estudo sem interferéncia de
outros sinais.

Linearidade Avalia se 0 método responde de forma linear a
variagdo da concentracdo da molécula em
estudo. Este parametro é restrito a faixa de
concentragdo da curva de calibragao.

Limite de Detecgao Menor concentragao da molécula em estudo em
que se pode diferenciar o sinal da molécula do
sinal da linha de base.

Limite de Quantificagao Menor concentracdo da molécula em estudo em
que se pode medir a amostra com um coeficiente
de variacéo de 10%.

Exatidao Avalia a capacidade do método de fornecer
resultados préoximos ao valor real.

Preciséao Avalia a variabilidade do método, a precisdo
pode ser dividida em trés tipos:
> Repetitividade — avalia a varaibilidade do
método entre corridas
> Precisdo intermediaria - avalia a
variabilidade do método quando sujeitos
avariagoes intralaboratoriais como
mudanca de equipamento, de dia de
analista, etc.
> Reprodutibilidade — avalia avariabilidade
dos resultados entre diferentes
laboratérios.

Robustez Avalia a capacidade do método de fornecer
resultados similares frente a pequenas variagdes
do método.

A validagdo de métodos € um processo longo e complexo e, por isso, requer
uma garantia minima de que os métodos a serem validados tenham uma boa
chance de serem aprovados. Neste sentido, alguns autores tém sugerido que, como
etapa final do processo de desenvolvimento, inclua-se uma pré-validagdo, mas
envolvendo menos experimentos, nos moldes do processo normal de validagao
(Taverniers et al., 2004; Ribani et al., 2004). Grdini¢ et al. (2004) propdem dois
processos complementares de pré-validacdo: (i) exploratéria, com apenas oito

experimentos, usando-se apenas duas replicatas em quatro niveis; e a (ii) pré-
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validagao completa, com quatro replicatas em seis niveis. Os parametros sao entao
calculados e comparados a valores convencionados para técnica analitica e o
objetivo da analise.

A validacado esta, portanto, inserida no processo de desenvolvimento de
métodos analiticos, e é cientificamente aceita como sendo essencial para garantir a

adequacgao do método.
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2.0 Objetivos

Como pode ser verificado, os estudos com a C. guianensis tém demonstrado
o alto potencial medicinal desta planta. Contudo, ndo se percebe, na maioria dos
estudos, um cuidado maior com a padronizagdo ou mesmo com a origem dos
extratos e derivados utilizados desta planta, o que acarreta resultados discrepantes
entre trabalhos com focos similares. Portanto, € importante e necessaria a
quantificagao destas substancias nos extratos de C. guianensis utilizados, com a
finalidade de verificar a relacdo destes com a atividade. Por outro lado, ha uma
quantidade de patentes para produtos que utilizam extratos de C. guianensis na
composi¢cao de dispositivos de repeléncia de insetos (saneantes), formulagdes
topicas antiinflamatorias (medicamentos), além de algumas formulagdes cosméticas.
Para a seguranga e eficacia do uso destes produtos, € essencial que se disponha de
um método para que se possa quantificar estas substancias em extratos de C.

guianensis, ainda nao disponiveis na literatura.

Objetivos
> Desenvolver metodologia  analitica para a quantificacdo de
tetranortriterpendides em 6leo de de C. guianensis. Para tanto as seguintes
etapas tem que ser cumpridas:
> lIsolar e caracterizar pelo menos um dos tetranortriterpendides para
utilizagcdo como referéncia
> Desenvolver um método de preparo de amostras para a analise de
tetranortriterpendides em dleo de “andiroba”.
> Desenvolver (incluindo validagdao) e comparar métodos analiticos

para a analise de tetranortriterpendides nas amostras preparadas.
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3.0 Material e Métodos

3.1. Isolamento e purificagao da referéncia

O isolamento de 7-desacetoxi-7-oxogedunina (7-oxo) foi realizado a partir de
precipitado de tetranortriterpendides (TNTPD) cedido por Pereira(1998), que o
obteve a partir da extragdo com hexano do bagago de “andiroba”, em aparelho
extrator Sohxlet. O precipitado que se forma a partir do reciclo do solvente no
Sohxlet, apresenta quatro TNTPDs: gedunina, angolensato de metila, 6a-
acetoxigedunina e o proprio 7-oxo. Foram retiradas oito amostras do precipitado, as
quais foram tratadas com o objetivo de se isolar pelo menos um dos TNTPDs. As
amostras foram tratadas por apenas trés procedimentos, descritos de forma
genérica nos itens 3.1.1; 3.1.2 e 3.1.3. A aplicagdo dos procedimentos em cada
amostra esta apresentada nos fluxogramas abaixo.

As amostras retiradas foram analisadas diretamente por cromatografia a gas
de alta resolugdo ou por cromatografia a gas de alta resolugdo acoplada a
espectrometria de massas, e os métodos utilizados estao apresentados na tabela 4.
O cromatégrafo a gas foi um CG 6890 da Hewlett-Packard munido de um
amostrador automatico, um injetor split-splitless e um detector de ionizagdo em
chama. O equipamento foi controlado por um computador com o software
Chemstation da Agilent Technologies, sendo os resultados analisados no mesmo
computador. O cromatografo a gas acoplado ao espectrémetro de massas foi um
CG 6890n Agilent Technologies com um injetor split-splittess e amostrador

automatico acoplado a um detector de massas 5973n também Agilent Technologies.

3.1.1 Obtencao da fragao enriquecida de 7-desacetoxi-7-oxogedunina

Solugéo de extragéo - Preparou-se uma mistura de hexano P.A. e acetato de
etila P.A. na propor¢ado de 1:2 (V/V) e uma mistura de metanol P.A. e agua na
proporgao de 2:1 (V/V). As duas solucdes sdo entdo misturadas e deixadas assentar
para a formagao de duas fases.

Foi pesada uma amostra com cerca de 1000 mg de precipitado de TNTPD em
um erlenmeyer. Esta amostra é lavada com cerca de 20 ml de hexano em agitador
por cerca de 2 minutos, sendo em seguida filtrada em papel de filtro analitico, que foi
posteriormente retirado do funil e seca por exposicdo ao ambiente. A amostra seca

foi transferida para um bécher e sobre ela foram adicionados 5 ml da fase superior
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da solugédo de extracdo. Agitou-se levemente e deixou-se assentar para decantar o
material ndo dissolvido. A fase liquida foi retirada com uma pipeta e filtrada em uma
pipeta Pasteur provida interiormente com um chumacgo de algodéao, recolhendo-se o
fitrado em um bécher. Apds a retirada de toda a fase liquida de fase superior, foram
adicionados 5 ml da fase inferior da solugcéo de extracdo ao residuo ndo dissolvido
da amostra e repetido o procedimento realizado com a fase superior. As duas fases
foram filtradas para um mesmo bécher. O residuo da amostra no bécher e nas
pipetas com algodao (mais que uma pipeta com chumago, caso necessario) foram
limpos com cloroférmio e recolhidos em novo bécher. O material recolhido foi

posteriormente seco ao ar, este material sera utilizado nas proximas etapas.

3.1.2 Isolamento do grupo de tetranortriterpendides

O isolamento do grupo de tetranortriterpendides foi realizado com uma
extragdo em fase solida. O cartucho de extragdo consistiu em uma seringa de vidro
de 5 ml com uma determinada quantidade de gel de silica para coluna
acondicionada entre dois discos de algodao hidrofilo. Foi utilizada silica para coluna
gel de silica 60 mesh 0,063-0,200 mm, Merck. A extragdo consistiu sempre das
seguintes etapas: (1) condicionamento da fase com solvente; (2) aplicacdo da
amostra dissolvida em determinado volume de cloroférmio ou diclorometano; (3)
eluicdo de componentes de polaridade mais baixa (CPB); (4) eluicdo de TNTPD; e
(5) eluicdo de componentes de polaridade mais elevada (CPE). Cada etapa foi
recolhida em um frasco diferente sendo que, em alguns casos, foram recolhidas
mais de uma aliquota por etapa. Para as diferentes amostras foram utilizados
solventes diferentes em cada etapa. Os volumes dos solventes utilizados também
variaram para cada etapa. Estas variagbes citadas estdo explicitas nos fluxogramas.
As aliquotas foram deixadas secar a temperatura ambiente.
3.1.3 Purificagao de 7-desacetoxi-7-oxogedunina

Este procedimento consistiu em um tratamento com pequenos volumes de
metanol P.A. adicionados com uma micropipeta. Agitou-se levemente até formar um
po branco, insoluvel no metanol. Deixou-se assentar o material e recolheu-se o

solvente com a micropipeta. O procedimento foi repetido uma ou duas vezes.
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Tabela 4: Condigdes de CGAR para analise de amostras de isolamento.

Cromatografia a gas de alta resolucao

CGAR acoplada a espectrometria de massas

Coluna DB-5HT de 30 m de comprimento
250 pm de didmetro interno e 0,1 um de
espessura de filme. Temperatura inicial
de 150 °C, isoterma de 2 min. Taxa de
aquecimento de 10 °C/min. Temperatura
final de 400 °C. Isoterma final de 5 min.
Injecdo em modo split na raz&o de 1/20 a
270 °C. Detector de ionizacdo em chama
a 300 °C.

Coluna DB-5ms de 30 m de
comprimento 250 um de didmetro
interno e 0,1 um de espessura de filme.
Temperatura inicial de 150 °C, isoterma
de 2 min. Taxa de aquecimento de 10
°C/min. Temperatura final de 325 °C.
Isoterma final de 15 min. Injecdo em
modo split na razdo de 1/20 a 270 °C.
Fonte de 70 eV. Detector de massa
com varredura de 40-500.

3.1.4 Fluxogramas

Os fluxogramas descrevendo os experimentos de isolamento e purificagdo da
referéncia estdo apresentados abaixo. Cada experimento esta dividido em etapas
representando cada um dos procedimentos descritos acima. As variagdes realizadas
nos procedimentos para cada experimento estdo citadas. No final estao
apresentados fluxogramas representando a unido de diversas amostras, com alta

pureza de 7-0xo.
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Etapa 1: Obtencao de fracdo enriquecida em 7-oxo

Experimento 1
Massa: 1000mg

Experimento 2
Massa: 998,4mg

Realizado sem modificagdes

Etapa 2: Isolamento do Grupo de TNTPD

EFS 2.1: A amostra foi dividida em quatro
EFS 21 aliquotas que passaram pelo mesmo

procedimento.
Fr. MeCN Massa da fase:~500 mg

Condicionamento: 10 mL CHyClo.
Aplicag&o: ~35 mg/500 pL de CH,Cly
EFS 2.1 Eluigdo CPB: 20 mL CHyCl,.

Fr. CHyC|9 EluicdoTNTPD: 10 mL CH2CI2/MeCN 9/1
Eluigdo CPE: 5 mL de MeCN

EFS 2.1
Fr. CH.CIl/MeCN

EFS 2.2:.As amostras da EFS 1 foram

reunidas com a amostra do exp. 1
EFS 2.2 Massa da fase:1,0006 g
Fr. MeCN Condicionamento: 10 mL CHZCIZ.

Aplicagao: ~100 mg/1 mL de CH,CI,
Eluicdo CPB: 10 mL CH,CI..

EFS 1+2.1

EFS 2.2 Eluicdo TNTPD: 40 mL CHZCIZ/MeCN 95/5
Fr. CHZCI2 Eluicdo CPE: 5 mL de MeCN
EFS 2.2

Fr. CH.Cl/MeCN

EFS 1+2.1:As amostras da EFS 1 foram
reunidas com a amostra do exp. 1

Fr. MeCN

EFS 1+2.1

Massa da fase:1,0006 g
Condicionamento: 10 mL CHCI3.

Aplicagao: ~100 mg/1 mL de CHCI3
Eluicdo CPB: 10 mL CHCIB.

Fr. CH.CI,

Eluicdo TNTPD:40 mL CHCI,/MeCN 95/5
Eluicdo CPE: 5 mL de MeCN

EFS 1+2.1

Fr. CH,CI/MeCN

Figura 6: Fluxograma de isolamento de purificacdo da referéncia dos exp's 1 e 2.
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Etapa 3: Purificacdo de 7-oxo

EFS 1+2.1
Fr. CHZCIZ/MeCN

Purexp. 1+2.1

Volume de MeOH:500 pL +300 pL+ 300 pL

Pur 1+2.1
Sobrenadante

Pur1+2.1
Precipitado

Figura 7: Fluxograma de isolamento e purificagdo da referéncia continuagéo dos

exp's1e?2.
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Etapa 1: Obtengao de fragdo enriquecida em 7-oxo

Experimento 3
1001,6 mg

Reco
e infe

Modificagoes:
A solugéo de extracao foi levada ao
ultrasom 2x.

lheu-se as aliquotas da fase superior
rior separadamente.

Foi utilizado CH2Cl2 em vez de CHCI3

Etapa 2: Isolamento do grupo e TNTPD

EFS 3.1: .
Massa da fase: 1,0049 mg

Condicionamento: 10 mL CHoCls.
Aplicag&o: ~137 mg/1,0 mL de CH,Clo

Eluigdo CPB: 40mL CHyCls.

EluicdoTNTPD:20 mL CH2ClI2/MeCN 9/1

Eluicdo CPE: 10 mL de MeCN

EFS 3.2: .
Massa da fase: 1,008 mg
Condicionamento: 10 mL CHyCl,.

Aplicagéo: ~137 mg/1,0 mL de CH,Clo
Eluigdo CPB: 10 mL CHyCl,.

Eluigdo TNTPD: 40 mL CH2CI2/MeCN 95/5
Eluigdo CPE: 50 mL de MeCN

EFS 3.1 EFS 3.1 EFS 3.2 EFS 3.2
Fr.CHCI, Fr. MeCN Fr. CHCI, Fr. MeCN
EFS 3.1 Fr. EFS 3.2 Fr.

CHCI,/MeCN CHCI,/MeCN
EFS 3.1+2 Fr. Amostra perdida o
CHCI /MeCN frasco quebrou!

Figura 8: Fluxograma de isolamento e purificagdo da referéncia do exp 3.
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Etapa 1: Obtencao de fracdo enriquecida em 7-oxo

Experimento 4
Massa: 990 mqg

Realizado sem modificagdes

Etapa 2: Isolamento do grupo de TNTPD

EFS 4.1:
Massa da fase: 1,0012 mg
Condicionamento: 10 mL CHCls.

Aplicagdo: 173,8 mg/1,0 mL de CHCI3 EFS 4.1
Eluig&o CPB: 10 mL CHCl3. Fr. MeCN

Eluigdo TNTPD: 50 mL CHCI3/MeCN 95/5
Eluicdo CPE: 10 mL de MeCN

EFS 4.1
Fr. CHCISIMeCN

EFS 4.2:
Massa da fase: 1,0012 mg EFS 4.2
Condicionamento: 10 mL CHCl. Fr. MeCN

Aplicag&o: 130,1 mg/1,0 mL de CHCl3
Eluigdo CPB: 10 mL CHClg3.

Eluicdo TNTPD: 50 mL CHCI3/MeCN 95/5
Eluicdo CPE: 10 mL de MeCN

EFS 4.2
Fr. CHCI/MeCN

EFS 4.1 EFS 4.2
Fr. CHCI, Fr. CHCI,

EFS 4.3:
Massa da fase: 1008,7 mg
Condicionamento: 10 mL CHCl5.

Aplicagéo: 46,6 mg/1,0 mL de CHCl3
Eluigdo CPB: 10 mL CHClIs.

EFS 4.3 Eluiggo TNTPD: 50 mL CHCI /MeCN 95/5

Fr. CHCI, Eluicdo CPE: 10 mL de MeCN EFS4.3

Fr. MeCN

EFS 4.3
Fr. CHCI, + EF(S: ‘}-3 c
CHCI /MeCN Fr. CHCI/MeCN

Figura 9: Fluxograma de isolamento e purificagdo da referéncia do exp 4.
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Etapa 3: Purificacdo de 7-oxo

EFS 4.3
Fr. CHCI, +

CHCI/MeCN

Purexp. 4.1
Volume de MeOH: 500 pL

Filtrado recuperado com CHCI,

Amostra filtrada + 1000 pL +1000 pL

Pur 4.1
Filtrado

Pur 4.1
Lav. CHCI3

Figura 10: Fluxograma de isolamento e purificagéo da referéncia continuagéo do exp 4
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Etapa 1: Obtencao de fracdo enriquecida de 7-oxo

Experimento 5
Massa: 1010,2 mg

Modificagdes:
A amostra nao foi limpa com hexano

EFS 5.1:
Massa da fase: 1005,5 mg
Condicionamento: 10 mL CHCls.

Aplicagéo: 321,1 mg/1,0 mL de CHCl3
Eluigdo CPB: 10 mL CHCl3.

Eluigdo TNTPD: 50 mL CHCI3/MeCN 95/5
Eluigdo CPE: 10 mL de MeCN

Etapa 2: Isolamento do grupo de TNTPD

EFS 51
Fr. MeCN

EFS 5.1
Fr. CHCI,

EFS 5.1
Fr. CHCI/MeCN

EFS 5.2

Massa da fase: 1006,5 mg

Condicionamento: 10 mL CHCI3.
Aplicag&o: 124,7 mg/1,0 mL de CHCI,

Eluicao CPB:

Eluic&o TNTPD: 50 mL CHCI,/MeCN 95/5

10 mL CHCI,,

EFS 5.3

Eluicdo CPB:

Eluicdo CPE: 10 mL de MeCN Eluicdo CPE:

Massa da fase: 1009,5 mg
Condicionamento: 10 mL CHCl3.

Aplicagéo: 116,3 mg/1,0 mL de CHCl3

10 mL CHCl3.

10 mL de MeCN

Eluigao TNTPD: 50 mL CHCI/MeCN 95/5

EFS 5.2
Fr. CHC,

EFS 5.2 EFS 5.3
Fr. MeCN Fr. CHCI,

EFS 5.3
Fr. MeCN

EFS 5.2

Fr. CHCI/MeCN

EFS 5.3
Fr. CHCI/MeCN

Figura 11: Fluxograma de isolamento e purificagdo da referéncia do exp 5.
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Etapa 2: Isolamento do Grupo de TNTPD

EFS 5.2
Fr. CHCI/MeCN

EFS 5.4:
Massa da fase: 1009,5 mg
Condicionamento: 10 mL CHCls.

Aplicagéo: 84 mg/1,0 mL de CHCI3
Eluigdo CPB: 10 mL CHCl3.

EFS54
Fr. MeCN

EFS 54 Eluigdo TNTPD: 50 mL CHCI3/MeCN 95/5
5. - .
Er CHCI3 Eluicao CPE: 10 mL de MeCN
|
' 3 Fr. CHCIS/MeCN
CHCIslMeCN
EFS 5.5:

Massa da fase: 1010,5 mg
Condicionamento: 10 mL CHCI,.

Aplicacédo: 69,4 mg/1,0 mL de CHCI3

Eluicgo CPB: 10 mL CHCI,.

Eluigdo TNTPD: 20 mL+20 mL+10 mL CHCI,/MeCN 95/5
Eluigdo CPE: 10 mL de MeCN

EFS 5.5 EFS 5.5
Fr. CHCI, Fr. MeCN

EFS 5.5 Fr. EFS 5.5 Fr.
CHCI/MeCN(1) CHCI/MeCN(3)

EFS 5.5 Fr.
CHCI/MeCN(2)

Figura 12: Fluxograma de isolamento e purificagéo da referéncia continuagao do exp. 5.
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Etapa 3: Purificagcdo de 7-oxo

EFS 5.5 Fr.
CHCI/MeCN(1)

Purexp. 5.1

Volume de MeOH:500 uL +300 uL +300 uL

Pur5.1
Sobrenadante

Pur 5.1
Precipitado

Figura 13: Fluxograma de isolamento e purificagdo da referéncia continuagdo do exp 5
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Etapa 1: Obtengao de fracdo enriquecida em 7-oxo

Experimento 6
Massa: 801,6 mg

Modificagdes

Redugao da amostra para cerca de

800 mg.

A amostra nao foi limpa com hexano
Utilizacdo de uma baldo pera de 25 mL
para a extragao.

Filtracdo da amostra em funil de Buchner.

Etapa 2: Purificagcdo de 7-oxo

Purexp. 6.1

Volume de MeOH:500 puL+300 pL+300 pL

Pur 6.1 Pur 6.1
Sobrenadante Precipitado
Purexp. 6.2
Volume de MeOH 300 pL +200 pL
|
Pur6.2 Pur6.2
Sobrenadante Precipitado

Figura 14: Fluxograma de isolamento e purificagéo da referéncia exp 6.
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Etapa 1: Obtencao de fragdo enriquecida em 7-oxo

Experimento 7
Massa: 801.9 ma

Modificagdes

Reducao da amostra para cerca

de 800 mg.

A amostra nao foi limpa com hexano.
Utilizagao de uma balédo pera de 25 mL
para a extracao.

Filtracdo da amostra em funil de Buchner.

Etapa 2: Purificagcao de 7-oxo

Volume

Purexp. 7.1

de MeOH:500 pL+300 pL+300 pL

Pur 7.1 Pur7.1
Sobrenadante Precipitado
Purexp. 7.2
Volume de MeOH:300 uL +200 pL
|
Pur7.2 Pur7.2
Sobrenadante Precipitado
Figura 15: Fluxograma isolamento e purificacdo da referéncia exp 7.
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Massa da fase: 1009,4 mg
Condicionamento: 10 mL CHCI3.

Aplicagao: ~80 mg/1,0 mL de CHCI3
Eluicao CPB: 10 mL CHCI3.

Eluicdo CPE: 10 mL de MeCN

EluigdoTNTPD:20mL+20mL+10 mLCHCI/MeCN 95/5

EFS 6+7.1
Fr. CHCI,

EFS 6+7.1
Fr. MeCN

EFS 6+7.1 Fr.
CHCI /MeCN(1)

EFS 6+7.1 Fr.
CHCI /MeCN(3)

EFS 6+7.1 Fr.
CHCI/MeCN(2)

Figura 16: Fluxograma de isolamento e purificagéo da referéncia continuagéo dos exp's 6 e 7.

Pur 6.2 Pur 7.2
Precipitado Precipitado
Etapa 3: Isolamento do grupo de TNTPD
EFS 6+7.1:
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Etapa 1: Obtengao de fragéo enriquecida de 7-oxo

Experimento 8
Massa: 807.4 ma

Modificagdes:

Reducao da amostra para cerca

de 800 mg.

A amostra ndo foi limpa com hexano.
Utilizacdo de uma balédo pera de 25 mL
para a extragao.

Filtracdo da amostra em funil de Buchner.

Etapa 2: Isolamento do grupo de TNTPD

EFS 8.1:
Massa da fase: 1006,8 mg
Condicionamento: 10 mL CHCI,.

Aplicagéo: ~94 mg/1,0 mL de CHCI,

Eluigdo CPB: 10 mL CHCI..

EluicaoTNTPD:20 mL+20mL+10mLCHCI/MeCN 95/5
Eluicdo CPE: 10 mL de MeCN

EFS 8.1 EFS 8.1
Fr. CHCI, Fr. MeCN

EFS 8.1 Fr. EFS 8.1 Fr.
CHCI /MeCN(1) CHCI /MeCN(3)

EFS 8.1 Fr.
CHCI/MeCN(2)

Etapa 3: Purificagdo de 7-oxo

Purexp. 8.1
Volume de MeOH:500 pL+300 pL+300 pL

Pur 8.1

Sobrenadante Precipitado

Pur 8.1

Figura 17: Fluxograma de isolamento e purificacdo da referéncia do experimento 8.
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EFS 3.1 EFS 4.1 EFS 4.2 EFS 5.3 Fr. EFS 5.3 EFS 5.2

Fr.CHCI, Fr.CHCI, Fr.CHCI, CHCI /MeCN Fr.CHCI, Fr.CHCI,
EFS 5.5 EFS 5.5 Fr.
Fr.CHCI, CHCI/MeCN(2)

Unido 7-oxo exp. 3-5

Pur Unido 7-oxo exp. 3-5.1
Volume de MeOH:500 pL +300 pL +300 pL

Pur Unido 7-oxo
exp. 3-5.1
Sobrenadante

Pur Uni&o 7-oxo
exp. 3-5.1
Precipitado

Figura 18: Fluxograma de unido de amostras de diversos.
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Pur5.1
Precipitado

Pur 1+2.1
Precipitado

Pur Unido 7-oxo
exp. 3-5.1
Precipitado

Pur4.1
Lav. CHCI3

Pur 8.1
Precipitado

EFS 6+7.1 Fr.
CHCI/MeCN(1)

Padrao de

7-desacetoxi-7-oxogedunina

Figura 19: Fluxograma da unido final das amostras dos diferentes experimentos.
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3.1.5 Caracterizagdo da amostra final reunida de 7-desacetoxi-7-oxogedunina

7-desacetoxi-7-oxogedunina foi identificada por espectrometria de massas e
por ressonancia magnética nuclear, por comparagdo com dados descritos na
literatura (Pereira, 1998). O método e o equipamento da espectrometria de massas
sdo os mesmos descritos no item 3.1. A andlise de ressonancia magnética nuclear
foi realizada no equipamento Bruker Avance 500, com a amostra dissolvida em
CDClsza 500 MHz para o préton e 125 MHz para o Carbono 13.

O nivel de pureza da amostra de 7-desacetoxi-7oxogedunina foi obtido por
Calorimetria Diferencial Exploratéria no equipamento Mettler Toledo DSC822e. As
condi¢cbes do ensaio foram as seguintes: programacao de temperatura de 25-300 °C
com uma taxa de aquecimento de 10 °C/min. As amostras foram pesadas e
analisadas em cadinho de aluminio de 40 pL sob atmosfera de N, com vazéao de 80
mL/min. Foram realizadas 4 analises para cada amostra (4,82 mg; 4,97 mg; 4,95

mg; 4,81 mg).

3.2 Preparo da amostra de 6leo de “andiroba” para analise por cromatografia.

Para o preparo da amostra previamente a analise cromatografica foi estudado
um metodo de extragdo em fase solida (EFS). O desenvolvimento desta método
pode ser dividido em trés partes: a primeira parte foi o estudo para a escolha da fase
de extracao, realizado por cromatografia em camada fina; a segunda parte consistiu
no estudo das condi¢cdes de uso da EFS em si em uma série de testes com o 6leo
de “andiroba”; por fim, foi realizado em estudo de recuperagdo com o 7-oxo isolado.
O dleo de “andiroba” utilizado foi cedido pela empresa Brasmazon com sede no Para
fabricado no dia 13/03/2000 (Lote 001/2000).

3.2.1 Selecao de solvente e fase.

No estudo para a escolha da fase foram utilizadas as seguintes placas de
cromatografia em camada fina: cromatoplaca gel de silica 60 Fzs4 (Merck) ou silica
RP-18 (Merck), dimensdes 20 x 20 cm e 0,1 mm de espessura. As corridas foram
realizadas em cuba de 10 cm de altura, saturada com um papel de filtro embebido
no solvente em teste. As placas foram cortadas em retdngulos de 2 a 3 cm de
largura, com 5 cm de comprimento. Foram aplicadas sempre duas amostras: uma
correspondente ao 6leo de “andiroba” e outra ao precipitado de TNTPDs, a 1 cm de

altura da base e com pelo menos 1 cm de distancia entre elas. Na tabela 5 estado
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listados os sistemas de solventes que foram testados nos dois tipos de suporte.

Tabela 5: Solventes e fases testados por cromatografia em camada fina para a EFS.

Fase gel de silica60 F254 RP-18

diclorometano; éter etilico; hexano; metanol; diclorometano
Solventes acetato de etila;
diclorometano/acetonitrila 9/1 (V/V);

3.2.2 Ensaio das condi¢coes de extragdao em fase Sdélida.

Para o estudo das condigdes de aplicaggo da EFS foram realizados
experimentos preliminares, nos quais foram testadas varias condigdes de extracio.
Posteriormente, foram realizados experimentos mais especificos, otimizando cada
etapa do procedimento. As aliquotas obtidas com estes experimentos foram
analisadas por cromatografia a gas de alta resolugdo (CGAR) e por cromatografia

liquida de alta eficiéncia (CLAE). Os métodos utilizados estao descritas na tabela 6.

Tabela 6 : Métodos analiticos utilizadas nas aliquotas dos experimentos de EFS.

Cromatografia a gas de alta resolucao Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Coluna DB-5HT de 30 m de comprimento Coluna C18 de 250 x4,6 mm com fase
250 pum de diametro interno e 0,1 um de  C-18 de particulas regulares de 5 um.
espessura de filme. Temperatura inicial Fluxo de 1,0 ml/min. Fase moével de

de 150 °C, isoterma de 2 min. Taxa de MeCN/H,O 56:44. Detecgao no
aquecimento de 10 °C/min. Temperatura ultravioleta (PDA) com comprimento de
final de 400 °C. Isoterma final de 5 min.  onda de 210 nm. Volume injetado de 10
Fluxo de 1,0 ml/min. Injegdo em modo L.

split na razao de 1/20 a 270 °C. Detector

de ionizacdo em chama a 300 °C.

3.2.2.1 Estudos preliminares de extragao em fase sélida.

Os experimentos preliminares de EFS foram realizados com duas seringas de
vidro, uma seringa de 10 mL, dimensdes 90 mm altura x 14 mm de didmetro, e outra
de 5 mL, dimensbes 73 mm de altura x 12 mm de didmetro. Nestas seringas foi
acondicionada uma determinada massa de silica para coluna entre dois discos de
algodao formando o “cartucho”. O acondicionamento foi realizado colocando-se
primeiro um disco de algoddo compactado pelo émbolo. Sobre o disco foi vertida a
massa pesada de silica, acomodada na forma de um cilindro e, finalmente, colocado

outro disco sobre essa fase, sendo todo este sistema compactado mais uma vez
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pelo émbolo. A silica utilizada foi do tipo para coluna (gel de silica 60 mesh 0,063-
0,200 mm, Merck). O procedimento de EFS consistiu em 5 etapas: (1)
condicionamento da fase com a passagem de um determinado volume de solvente;
(2) aplicacdo de amostra dissolvida em um determinado volume de solvente; (3)
eluicdo dos componentes da amostra de polaridade mais baixa com a passagem de
um determinado volume de solvente pela fase; (4) eluicdo dos TNTPDs com a
passagem de um determinado volume de solvente pela fase; e (5) eluicdo dos
componentes de polaridade mais alta com a passagem de um determinado volume
de solvente pela fase. O fluxo do solvente foi controlado pelo volume de adicéo
sobre a fase a cada vez, por exemplo de 1 em 1 ou de 5 em 5 mililitros. As aliquotas
de cada etapa foram colhidas separadamente, sendo que em alguns casos foram
colhidas diversas aliquotas para a mesma fase separadamente. Em alguns casos foi
utilizada pressdo para acelerar a passagem do solvente ou para o
acondicionamento. As aliquotas foram secas em fluxo de N, e re-dissolvidas em
CHCI; para posterior analise por CGAR. Os experimentos preliminares realizados

estao descritos nas tabelas 7 e 8.
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Tabela 7: condigbes dos experimentos preliminares de extragao em fase solida.

Experimento 1 2 3 4

Fase 19 0,9999 g 1,001 g 1,0076 g
Condicionamento 5 mL de Hexano 5 mL de Hexano 5 mL de Hexano 5 mL de Hexano
Massa aplicada 503,5 mg 204,4 mg 204,1 mg 204,6 mg

Volume aplicado 1 mL de CH,CI, 1 mL deCH,CI, 1 mL de CH,CI, 1 mL de CH.CI,
Eluicao CPB* 5 mL CH,CI, 5mL CH,Cl, 5 mL CH,CI, 10 mL de CH.CI,
Eluigdo TNTPD's* 5 mL MeCN 5 mL MeCN 5 mL CH,CL/MeCN 99/1(vv) 5 mL CH,CI/MeCN 99/1(v/v)
Eluicao CPA* 5 mL MeOH 5 mL MeOH 5 mL MeCN 5 mL MeCN
Eluicao Tem1mL Tem1mL Tem1mL Tem1mL

Seringa 10 mL 10 mL 10 mL 10 mL
Experimento 6 7 8 9

Fase 1,0083 g 1,0065 g 502,2 mg 502,7 mg
Condicionamento 5 mL de Hexano 5 mL de Hexano 5 mL de Hexano 5 mL de Hexano
Massa aplicada 200,2 mg 200,24 mg 100,12 mg 100,14 mg

Eluigdo CPB* 20 mL CH,CI, 20 mL CH,CI, 20 mL CH,CI, 20 mL CH,CI,
Eluicgdo TNTPD's* 5 mL CH,CIl,/MeCN 9/1(vv) 10 mL CH,CI,/MeCN 9/1(v/v) 10 mL CH,CI,/MeCN 9/1(v/v) 10 mL CH,CI,/MeCN 9/1(v/v)
Eluicao CPA* 5 mL MeCN 5 mL MeCN 5 mL MeCN 5 mL MeCN
Eluicao 1em1mL 1em 1 mL Enchendo a seringa 1em1mL
Seringa 10 mL 10 mL 5mL 5mL

5
1,0039 g
5 mL de Hexano
200,2 mg
1 mL de CH,CI,

20 mL CH,CI,
5 mL MeCN

1em1mL
10 mL

10
505,4 mg
5 mL de Hexano
100,14 mg
1 mL de CH.CI,

20 mL CH,CI,
5 mL MeCN

1em1mL
5mL

*PB-Polaridade Baixa, TNTPD-Tetranortriterpendides, PA-Polaridade Alta.
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Tabela 8: condigbes dos experimentos preliminares de Extracdo em Fase Sdlida.

Experimento 11 12 13

Fase 500,6 mg 502,1 mg 505,4 mg
Condicionamento 5 mL de Hexano 5 mL de Hexano 10 mL de CH,CI,
Massa aplicada 100,1 mg 102,24 mg 100,04 mg
Volume ap|icad0 1 mL de CH2C|2 1 mL de CH2C|2 0,5 mL de CH2C|2
Eluigio CPB* 30 mL CH,CI, 30 mL CH,CI, 20 mL CH,CI,
Eluigdo TNTPD's* 5 mL MeCN 5 mL MeCN 10 mL CH,CI,/MeCN 99/1(v/v)
Eluicdo CPA* - - 5 mL MeCN
Eluicdo Tem1mL 0,5em 0,5 mL 1Tem1mL
Seringa 5mL 5mL 5mL
Experimento 14 15 16

Fase 505,4 mg 501,4 mg 503,2 mg
Condicionamento 10 mL de CH,CI, 10 mL de CH,CI, Pr.* 10 mL de CHCL, Pr.”
Massa aplicada 100,04 mg 100,04 mg 102,0 mg
Volume ap|icado 0,5mL de CHZC|2 0,5mL de CH2C|2 1mL CHC|3
Eluigio CPB* 20 mL CH,CI, 20 mL CH,CI, Pr.* 20 mL CHCI,
Eluicdo TNTPD's* 10 mL CH,CI,/MeCN 9/1(WV)  CH,C,/MeCN 10 mL-9/1 5 mL -8/2(v/v)**pr." 5 mL MeCN
Eluicdo CPA* 5 mL MeCN 5 mL MeCN Pr.* -

Eluicéo 1em1mL 1em1mL 1em1mL
Seringa 5mL 5mL 5mL

*PB:Polaridade Baixa, TNTPD:Tetranortriterpendides, PA:Polaridade Alta. Pr: Etapa realizada sob pressao.
**Primeiros 10 mL da primeira proporgao de CH,Cl,/MeCN; depois 5 mL de segunda proporgéo.



3.2.2.2 Otimizagao por etapas da extragcao em fase sélida.
Na otimizacdo das condicbes de EFS cada etapa do procedimento foi
estudada separadamente. A etapa de eluicdo de componentes de baixa polaridade

foi estudada com dois experimentos descritos na tabela 9.

Tabela 9: Estudo da etapa de eluicdo de componentes de polaridade baixa.

Experimento 1 Experimento 2

> Fase: 502,7 mg de silica. > Fase: 501,3 mg de silica.

» Condicionamento: 10 mL de » Condicionamento: 10 mL de
CHCI; sob pressao recirculado CHCI; sob pressao recirculado
uma vez. uma vez.

> Amostra 151,35 mg de dleo > Amostra 25,51 mg de o6leo de
de “andiroba” dissolvidos “andiroba” dissolvidos em
em 1 mL. Iml.

> Eluigdo de CPB*: 40 mL de > Eluicdo de CPB*: 50 mL de
CHCls. CHCls/Hexano 95/5.

> Eluicdo TNTPD: 5 mL de > Eluicdo TNTPD: 5 mL de
MeCN. MeCN.

> Eluicao CPA*: - > Eluicao CPA*: -

> Eluicdo: 5 em 5 mL. > Eluicdo: 5 em 5 mL.

> Aliquotas: Foram recolhidas > Aliquotas: Foram recolhidas
aliquotas de 5 em 5 mL da aliquotas de 5 em 5 mL da
elui¢ao de PB. elui¢ao de PB.

*PB: Polaridade Baixa PA:Polaridade Alta TNTPD: tetranortriterpendides.

As aliquotas resultantes foram secas em fluxo de N.. As aliquotas do experimento 1
foram entao re-dissolvidas em 1 mL de CHCI; e analisadas por CGAR. As aliquotas
resultantes do experimento 2 foram re-dissolvidas em 1 mL de MeCN e analisadas
por CLAE. A etapa de eluicdo dos TNTPDs foi otimizada com a realizacdo de seis
experimentos, descritos na tabela 10. Neste caso, todas as aliquotas, depois de
secas em fluxo de nitrogénio, foram re-dissolvidas em 1 mL de MeCN e analisadas
por CLAE.
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Tabela 10: Estudo da etapa de eluicdo de componentes de polaridade alta.

Experimento 1

Experimento 2

Experimento 3

>

>

Fase: 502,5 mg de
silica.
Condicionamento: 10
mL de CHCI; sob
pressao recirculado 1
vez.

Amostra 50,1 mg de
6leo de “andiroba”
dissolvidos em 1 mL.
Eluicdo de CPB*: 40 ml
de CHCIs.

Eluicdo TNTPD: 20 mL
de CHCIs/MeCN 95/5
(VIV).

Eluigdo CPA*: 10
mL de MeCN.
Eluigdo: 5 em 5 mL.
Aliquotas: Foram
recolhidas aliquotas
de 5 em 5 mL da
eluicao de TNTPD.

>

>

Fase: 514,7 mg de
silica.
Condicionamento: 10 mL
de CHCI; sob pressao
recirculado 1 vez.

Amostra 51,75 mg de
oleo de “andiroba”
dissolvidos em 1 mL.
Eluicdo de CPB*: 40 mL
de CHCIs.

Eluicdo TNTPD: 50 mL
de CHCIs/MeCN 97,5/2,5
(VIV).

Eluigao CPA*: 10 mL
de MeCN.

Eluigdo: 5 em 5 mL.
Aliquotas: Foram
recolhidas aliquotas de
5 em 5 mL da eluigao
de TNTPD.

>

>

Y

Fase: 506,8 mg de
silica.
Condicionamento: 10
mL de CHCI; sob
pressao recirculado 1
vez.

Amostra 52,9 mg de
6leo de “andiroba”
dissolvidos em 1 mL.
Eluicdo de CPB*: 40 mL
de CHCIs.

Eluicdo TNTPD: 50 mL
de CHCIls/Acetona
97,5/2,5 (VIV).

Elui¢cao CPA*: 10 mL
de Acetona.

Eluigdo: 5 em 5 mL.
Aliquotas: Foram
recolhidas aliquotas
de 5em 5 mL da
eluicao de TNTPD.

Experimento 4

Experimento 5

Experimento 6

>

>

Fase: 501,9 mg de
silica.
Condicionamento: 10
mL de CHCI; sob
pressao recirculado 1
vez.

Amostra 51,05 mg de
6leo de “andiroba”
dissolvidos em 1 mL.
Eluicdo de CPB*: 40
mL de CHCls.

Eluigdo TNTPD: 50 mL
de CHCIls/Acetona 95/5
(VIV).

Eluicao CPA*: 10
mL de MeCN.
Elui¢cdo: 5 em 5 mL.
Aliquotas: Foram
recolhidas aliquotas
de Sem 5mL da
eluicao de TNTPD.

>

>

Y

Fase: 506,2 mg de
silica.
Condicionamento: 10 mL
de CHCI; sob pressao
recirculado 1 vez.

Amostra 25,51 mg de
6leo de “andiroba”
dissolvidos em 1 mL.
Eluicdo de CPB*: 40 mL
de CHCls/Hexano 95/5.
Eluigdo TNTPD: 50 mL
de CHCIs/MeCN 95/5
(VIV).

Eluicao CPA*: 10 mL
de MeCN.

Elui¢cdo: 5 em 5 mL.
Aliquotas: Foram
recolhidas aliquotas de
5em 5 mL da eluigao
de TNTPD.

>

>

Vv VY

Fase: 501,0 mg de
silica.
Condicionamento: 10
mL de CHCI; sob
pressao recirculado 1
vez.

Amostra 25,51 mg de
6leo de “andiroba”
dissolvidos em 1 mL.
Eluicdo de CPB*: 40 mL
de CHCls/Hexano 95/5
(VIV).

Eluicdo TNTPD: 50 mL
de CHCI3/MeCN
97,5/2,5.

Elui¢ao CPA*: 10 mL
de MeCN.

Elui¢do: 5 em 5 mL.
Aliquotas: Foram
recolhidas aliquotas
de 5 em 5 mL da
eluicao de TNTPD.

*CPB: Componentes de Polaridade mais Baixa CPA: Compomemtes de Polaridademais Alta

TNTPD: tetranortriterpendides.
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3.2.3 Estudo de recuperagao

O estudo de recuperacdo consistiu na realizacdo de um experimento de

preparo de amostra na qual o 6leo de “andiroba” dissolvido em CHCI; foi substituido
por 7-oxo também dissolvido em CHCI;. O estudo foi realizado duas vezes com a
mesma solugéo.
A solugdo amostra — A solugao de 7-oxo foi preparada pesando-se 5,0mg do mesmo
e transferindo para um baldo de 10 mL. Esta solucdo foi entdo dissolvida na
propor¢cao de 1:10 e transferindo 1 mL para um baldo de 10 mL. Levando-se em
conta a pureza da referéncia, a concentragdo final foi de 47,4 pg/mL.

O método de extracao em fase solida utilizada esta descrito na tabela 11. A
aliquota da eluicdo de TNTPD foi analisada por CLAE, utilizando o método descrito
na tabela 12. A aliquota foi seca em fluxo de N,, re-dissolvida em 4 mL de MeCN e,
em seguida, transferida para um baldo volumétrico de 5 mL onde o volume foi
completado com MeCN. Para a quantificagdo do 7-oxo, foi preparada uma solugao-
padrdao de 7-oxo a 23,6 pg/mL. Esta referéncia foi injetado quatro vezes e a

concentragéo dos TNTPDs foi calculada por padronizagao externa.

Tabela 11: Método de extragdo em fase sélida otimizada.

Método de EFS

> Fase: ~500 mg de gel de silica.

> Condicionamento: 10 mL de CHCl;
sob presséo recirculado uma vez.

> Amostra 47 pg de 7-oxo
dissolvidos em 1 mL.

> Eluicdo de CPB*: 40 mL de
CHCls/Hexano 95/5 (V/V).

> Eluicdo TNTPD: 15 mL de
CHCIs/MeCN 95/5 (V/V).

> Eluicao CPA*: <10 mL de
MeCN.

> Eluicdo: 5 em 5 ml.

Tabela 12: Método de CLAE utilizada no estudo de recuperacgéo.

Parametros Cromatograficos

> Coluna: C18 (250 x 4,5 mm, 5 pm de tamanho de particula).
Fase movel: MeCN/H,O/MeOH (35:35:30, V/V/IV).

Fluxo: 0,9 mL/min.
Detector: UV (PDA) em varredura de 190-400 nm.

Comprimento de onda: 210 nm.
Volume injetado: 20 pL.

vV V V V V
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3.3 Desenvolvimento de Métodos Analiticos

3.3.1 Cromatografia a gas de alta resolu¢ao(CGAR)

O método analitico para a analise por cromatografia a gas de alta resolugéo
(CGAR) foi desenvolvido em cromatografo a gas CG 6890 da Hewlett-Packard
munido de um amostrador automatico, um injetor split-splitless e um detector de
ionizagdo em chama. O equipamento foi controlado por um computador com o
software Chemstation da Agilent techologies, sendo os resultados analisados no
mesmo computador. Foram utilizadas duas colunas: (1) HP-5ms (Agilent
Tecnologies) com 30 m de comprimento, 250 um de diametro interno e 0,25 um de
espessura de filme; (2) DB-5ht (Agilent Technologies) com 30 m de comprimento,
320 pm de didmetro interno e 0,100 um de espessura de filme. O método inicial do

qual se partiu o desenvolvimento esta descrito na tabela 13.

Tabela 13:Método inicial de CGAR.

Parametros Cromatograficos

> temperatura inicial: 150°C.

Isoterma: 2 minutos.

Taxa de aquecimento: 5 °C/minuto.
Temperatura final: 250 °C.

Isoterma final: 20 minutos.

Fluxo do gas de arraste: 1,0 mL/minuto.
Temperatura do injetor: 270 °C.

Temperatura do detector: 300 °C.

V V V ¥V V VYV VY V

Coluna: HP-5ms (30 m de comprimento x 250 pm de didmetro interno x 0,25um de

espessura de filme).

O método foi desenvolvido variando-se os parametros de analise com o objetivo de
se obter uma boa resolucdo dos sinais dos TNTPDs. Para a coluna (1) foram
realizadas seis injegdes, cada uma com alguma modificacdo em relagdo ao método
inicial. As modificagbes estdo descritas na tabela 14. Para a coluna (2) foram
realizadas 13 injecdes, também com algumas modificagbes em cada uma, descritas
na tabela 15 e 16.
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Tabela 14: Otimizagdo de método de CGAR na coluna HP-5ms.

Injecdo |Modificagdes
| Me¢étodo inicial
2 > Aumento da temperatura inicial para 200 °C.
> Aumento da temperatura final para 300 °C
> Diminui¢do da taxa de aquecimento para 2 °C/min.
3 > Aumento do fluxo para 1,5 mL/min.
> Aumento da temperatura final para 300 °C
4 > Aumento da taxa de aquecimento para 10 °C/min.
> Aumento do fluxo para 1,5 mL/min.
> Aumento da temperatura final para 300 °C
5 > Temperatura do forno em 300 °C sem nenhuma programacao de
aquecimento.
6 > Diminui¢do da taxa de aquecimento para 2 °C/min.
> Aumento da temperatura final para 300 °C.

Tabela 15: Otimizagdo de método de CGAR na coluna HP-5ht.

Injecao

Modificagdes

1

\4

Elevagdo da taxa de aquecimento para 10 °C/min.

Elevacdo da temperatura final para 400 °C
Split 1/20
Concentragdo de 200mg/mL

Elevacdo da taxa de aquecimento para 10 °C/min.

Elevacao da temperatura final para 400 °C
Split 1/20
Concentragao de 40 mg/mL

Elevacdo da taxa de aquecimento para 10 °C/min.

Elevacdo da temperatura final para 400 °C
Split 1/30
Concentragao de 40 mg/mL

Elevacao da taxa de aquecimento para 10 °C/min.

Elevagdo da temperatura final para 400 °C
Split 1/50
Concentragao de 40 mg/mL

Elevacdo da taxa de aquecimento para 10 °C/min.
Elevacao da temperatura final para 400 °C

Elevagdo Fluxo para 1,5 mL/min.
Split 1/50
Concentragao de 40 mg/mL

YVVV VYV VI|VVYVVV|VVVV|VVYYVY|VVYVYV|VVY

Elevacdo da temperatura inicial para 200 °C.
Elevacao da taxa de aquecimento para 10 °C/min.

Elevacdo da temperatura final para 400 °C
Split 1/50
Concentragdo de 40 mg/mL
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Tabela 16: Otimizagdo de método de CGAR na coluna HP-5ht (cont).

Injegdo

Modificagdes

7

>

Elevacdo da temperatura inicial para 200 °C.
Elevagdo da taxa de aquecimento para 10 °C/min.
Elevacdo da temperatura final para 400 °C

Elevacao do fluxo para 1,5 mL/min.
Split 1/50
Concentracdo de 40 mg/mL

YV V |V VY V V

Elevacao da temperatura inicial para 200 °C.

Elevacado da taxa de aquecimento para 10 °C/min até 300 °C e apds
diminuig¢ao para 5°C/min até 400 °C

Elevacao do fluxo para 1,5 mL/min.

Split 1/50

Concentracao de 40 mg/mL

YV V |V VYV

Elevacdo da temperatura inicial para 200 °C.

Elevagdo da taxa de aquecimento para 10 °C/min até 300 °C e apos
diminui¢do para 50°C/min até 400 °C.

Elevagdo do fluxo para 2,0 mL/min.

Split 1/50

Concentragao de 40 mg/mL

10

Elevacao da taxa de aquecimento para 15 °C/min.
Elevacao da temperatura final para 400 °C

Elevagdo do Fluxo para 2,0 mL/min.
Split 1/50
Concentragao de 40 mg/mL.

11

Elevacao da taxa de aquecimento para 15 °C/min.

Elevacao da temperatura final para 400 °C
Split 1/50
Concentracdo de 40 mg/mL.

12

Elevacao da taxa de aquecimento para 10 °C/min.
Elevacdo da temperatura final para 400 °C

Diminuicao do fluxo para 0,5 mL/min.
Split 1/50

Concentracdo de 40 mg/mL.

13

VVY V V|VVVYVY VYV |VVVYV|[VVYVYYVY|[VYVY

Diminuicao da temperatura inicial para 100 °C
Elevacado da taxa de aquecimento para 10 °C/min.

Elevacao da temperatura final para 400 °C
Split 1/50
Concentracdo de 40 mg/mL
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3.3.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia(CLAE)

O método de CLAE foi desenvolvido em um equipamento Shimadzu modelo
Prominence com os seguintes médulos: unidade controladora do sistema CBM-20A,
bomba de solvente LC-20AT, equipado com valvula quaternaria geradora de
gradiente, amostrador automatico SIL-20A e detector de arranjo de fotodiodos SPD-
M20A. O desenvolvimento do método foi dividido em duas partes. Na primeira
efetuou-se o estudo com o uso de uma fase moével binaria e na segunda parte com o
uso de uma fase moével ternaria. A identificacdo dos sinais foi realizada com a

injecao de fragdes ricas nos TNTPDs.

Tabela 17: Método de CLAE original.

Parametros Cromatograficos

> Coluna C18 (250 x 4,5 mm, 5 um de tamanho de particula).

Fases méveis: A (H.O com 0,01% de TFA) e B (MeCN com 0,01% de TFA).
Gradiente: de 20% de B a 100% de B em 80 min.

Fluxo: 1,0 mL/min.

Detector: UV (PDA) em varredura de 210-400 nm.

Comprimento de onda: 254nm.

vV V V V V

3.3.2.1 Fase movel binaria

O estudo da fase movel binaria foi baseado na método utilizada por Pereira
(1998) e encontra-se descrita na tabela 17. Foram realizadas algumas inje¢cdes do
oleo de “andiroba” e do precipitado de TNTPD para uma avaliagao inicial neste
método. O método descrito na tabela 18 é resultado desta avaliagao e foi utilizado

para estudo de preparo da amostra como método preliminar.

Tabela 18: Método preliminar desenvolvido para CLAE.

Parametros Cromatograficos

Coluna C18 (250 x 4,5 mm, 5 um de tamanho de particula).
Fase mével: MeCN/H,O 56/44 (VIV).

Fluxo: 1,0 mL/min.

Detector: UV (PDA) em varredura de 190-400 nm.
Comprimento de onda: 210 nm.

>
>
>
>
>
>  Volume injetado: 10 pL.

Baseado neste método foi realizado um experimento de otimizagdo com desenho
experimental, utilizando o desenho de composto central com superficie de resposta.

O desenho foi gerado no programa Statistica 5.5 no modulo Experimental Design. O
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desenho foi de trés fatores, um bloco e 17 corridas, com duas repetigdes no ponto

central. Os fatores escolhidos foram a porcentagem de acetonitrila na fase mével

(FM) composta de agua e acetonitrila (FM%MeCN), o fluxo de fase mével e o

volume injetado (Vollnj). A descricdo de cada uma das corridas (ou injegdes) com o0s

valores assumidos para cada fator, estdo apresentadas na figura 20. Os resultados

foram analisados no mesmo software em que o desenho foi gerado. A amostra

utilizada foi preparada segundo o método descrito na Tabela 19.

ie 2**(3) central composite, nc=8 ns=6 n0=2 Runs=16

EXPERIM. |+ 1 center points
DESIGH
Eun FM:MeCH Fluzo Vollng
51.00 G0 E.00
2 51.00 .50 15.00
K] 51.00 1.50 5.00
4 £1.00 1.50 15 .00
5 61.00 .50 5.00
G 61.00 .50 15.00
7 £1.00 1.50 5.00
a 61.00 1.50 15.00
il 49,23 1.00 10,00
10 62,77 1.00 10,00
11 56.00 .32 10,00
12 56,00 1.68 10,00
13 6. 00 1.00 3.23
14 56.00 1.00 16,77
15 (Ch 56,00 1.00 10,00
16 (C) 6. 00 1.00 10,00
17 (C) 56.00 1.00 10,00

Figura 20: Desenho experimental com fase mével binaria do método de CLAE.

Tabela 19: Método de preparo de amostra utilizada para o desenho experimental 1.

Método de EFS

>
>

Fase: ~500 mg de silica
Condicionamento: 10 mL de
CHCI; sob pressao

recirculado 1 vez
Amostra 47 pg de 7-oxo

dissolvidos em 1 mL
Eluicdo de PB*: 40 mL de

CHCls.

Eluicdo TNTPD: 40 mL de

CHCIs/MeCN 95/5 (V/V)

Elui¢ao PA*: - 10 mL de

MeCN
Elui¢do: 5 em 5 mL
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3.3.2.2 Fase movel ternaria:
O estudo da fase movel ternaria foi iniciado com a realizagdo uma série de
injecoes variando-se a composicao da fase movel entre MeCN, H,O e MeOH. Estas

variagdes estdo apresentadas na tabela 20.

Tabela 20: Desenvolvimento da fase mével ternaria.

Composic¢ao da fase movel

Experimento MeCN MeOH H.O
1 50 25 25
2 50 20 30
3 50 15 35
4 50 10 40
5 45 25 30
6 40 30 30
7 35 35 30
8 30 40 30
9 30 35 35
10 25 40 35
11 35 30 35

Em seguida foi realizado um experimento de otimizacdo com desenho experimental.
A desenho utilizado foi o de composto central com superficie de resposta. O
desenho foi gerado no programa Statistica 5.5 no modulo Experimental Design. O
desenho foi de trés fatores, um bloco e 16 corridas com uma repeticdo no ponto
central. Os fatores escolhidos foram o fluxo de fase mével, o volume injetado (Vollnj)
e a porcentagem de acetonitrila na fase movel composta de metanol, agua e
acetonitrila (FM%MeCN), sendo que neste experimento a porcentagem de agua se
manteve fixa em 35%. A descricdo de cada uma das corridas (ou injegdes) com 0s
valores assumidos para cada fator estdo apresentadas na figura 21. Os resultados

foram analisados no mesmo software em que o desenho foi gerado.
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‘= 2"*(3) central composite, nc=8 ns=6 n0=2 Runs=16

DESIGH FH=HeCH Fluxo VollIng

2500 .50 10, 00
2 25,00 .50 30,00
3 25,00 1.50 10,00
4 2500 1.50 30,00
5 4500 . &0 10,00
B 45,00 . &0 30,00
7 4500 1.50 10,00
B 45,00 1.50 30,00
9 22,13 1,00 20,00
10 47 .87 1.00 20,00
11 35,00 .36 20,00
12 a5, 00 1.64 20,00
13 35,00 1.00 7.13
14 35,00 1.00 32,87
15 (C) a5, 00 1.00 20,00
16 (C) 35,00 1.00 20,00

Figura 21: Desenho experimental com fase movel ternaria de metodo de CLAE.

3.4 Pré-validagao

A pré-validagao do método foi realizada com base no método de pré-validagao
completa descrita por Grdini¢ (2004), que consistiu no preparo de duas curvas de
calibragdo, uma para CLAE e outra para CGAR, com seis concentragdes
equidistantes e quatro inje¢des de cada concentragdo. Nos dois casos, foi pesada
uma quantidade de 7-oxo e foram realizadas diluicbes como apresentado na tabelas
21 e 22. Os resultados foram analisados segundo o descrito na tabela 23. A pré-
validacdo por CGAR foi realizada com a seguinte coluna: BP-5 (SGE) de 30 m de
comprimento, 320 um de didmetro interno e 0,25 pm de espessura de fiime e o
método utilizado foi o seguinte: temperatura inicial de 150 °C, isoterma de 2 min,
taxa de aquecimento de 15 °C/min, temperatura final de 330 °C, fluxo de 2,0 mL/min,
isoterma final de 5 min, injegdo em modo split na razdo de 1/10 a 270 °C e detecgao
por ionizagdo em chama a 300 °C. Os resultados foram analisados no programa
Statistica 5.5.
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Tabela 21: Preparo da curva de calibragdo de CLAE.

Concentragéo (pg/mL)

Preparo

50 Pesados 5,0 mg transferidos para baldo volumétrico de 100 mL
(solu¢ao-mae)

40 20 mL da solugdo-mae para baldo de 25 mL

30 15 mL da solugdo-mae para baldo de 25 mL

20 10 mL da solucdo-mae para baldo de 25 mL

10 5 mL da solugdo-mae para baldao de 25 mL

1 1 mL da solugéo 10 pg/mL para baldo de 10 mL

Tabela 22: Preparo da curva de calibragdo de CGAR.

Concentragéo (ug/mL) | Preparo

500 Pesados 5,0 mg transferidos para balao volumétrico de 10 mL
(solugao-mae)

250 1 mL da solu¢do-mae para baldo de 2 mL

200 2 mL da solug@o-mae para baldo de 5 mL

150 3 mL da solugdo-mae para baldao de 10 mL

100 1 mL da solugdo-mae para baldo de 5 mL

50 1 mL da solugdo-mae para baldao de 10 mL

1 1 mL da solugéo de 50 pg/mL para baldo de 10 mL

Tabela 23: Metodologia dos parametros de validacao.

Parametro de Validacdo Metodologia

Linearidade

> Regressao Linear

> Calculo de coeficientes de correlagao e
determinagao

> Andlise de variancia

> Teste t para diferenga do intercepto de zero
Grafico de residuos x preditos

> Qrafico de dispersdao com modelo linear

Seletividade > Pureza de sinal por espectro de UV (CLAE)
> Desenho Experimental (CLAE)
Precisdo - repetitividade Calculo de desvio-padrao e coeficiente de variagao.

Limite de Detec¢ao

LD = (DPy x 3)/CA

Limite de Quantificagdo LQ = (DPi x 10)/CA

DPi : Desvio padréo do intercepto.
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3.5 Quantificagao de Tetranortriterpendides
Duas amostras de 6leo de “andiroba” foram analisadas por CLAE para a

quantificacédo dos TNTPDs. O método de preparo de amostra utilizado é a descrito

na tabela 24 e a método cromatografica esta descrita na tabela 25.

Tabela 24: Método cromatogréfica para a detecgéo de tetranortriterpendides.

Parametros Cromatograficos

> Coluna: C18 (250 x 4,5 mm, 5 pm de tamanho de particula).

Fluxo: 0,9 mL/min

YV V V V V

Volume injetado: 20pL

Fase movel: MeCN/H,O/MeOH (35:35:30, V/V/IV).

Detector: UV (PDA) em varredura de 190-400 nm.
Comprimento de onda: 210 nm.

Para a quantificacdo dos TNTPDs foi preparada uma solugédo-padrao de 7-oxo com

23,6 ug/mL. Esta solucdo-padrao foi injetada quatro vezes e a concentragédo dos

TNTPDs calculada por padronizacédo externa. O método de preparo de amostra foi a

mesma utilizada no item 3.2.3. As amostras, apds pesadas (126,8 mg e 127 mg),

foram dissolvidas em baldes volumétricos com 5 mL de CHCls.

Tabela 25: Método de preparo de amostra utilizada na quantificagao.

Método de EFS

>
>

Fase: ~500 mg de silica.
Condicionamento: 10 mL de
CHCI; sob pressao
recirculado uma vez.
Amostra 25mg de 6leo
dissolvidos em 1 mL.
Eluicdo de CPB*: 40 mL de
CHCls/Hexano 95/5 (V/IV).
Eluicdo TNTPD: 15 mL de
CHCIs/MeCN 95/5 (V/V).
Elui¢ao CPA*: <10 mL
de MeCN.

Elui¢do: 5 em 5 mL
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4.0 Resultados

4.1 Isolamento e purificagao do “padrao”.

As massas obtidas no final de cada experimento de isolamento e purificagédo

estao descriminadas na tabela 26.

Tabela 26 Massas das fragdes que compuseram a amostra final.

Fracbes Massa (mg)
LM 1 + 2.1 precipitado 30,9
LM 4.1 precipitado 8,9
LM 5.1 precipitado 27,9
LM 6 + 7.1 Fr precipitado 42,3
LM 8.1 precipitado 27,4
LM uni&o 7-oxo exp. 3-5.1 precipitado 42,5
Total 179,9

4.1.1 Obtencao de fragao enriquecida em 7-oxo

Na tabela 27 estdo apresentados os resultados de pureza cromatografica de

7-o0xo e rendimento em massa para cada experimento referente a etapa de obtencao

de fragcdo enriquecida em 7-oxo e na figura 22 esta apresentado cromatograma

desta etapa do experimento 8.

Tabela 27: Rendimento e pureza dos experimentos de concentragao de 7-oxo.

Experimento

Porcentagem de 7-oxo

Rendimento (%)

1

0 N o o0~ WD

78,8%
64,1%
58,5%
65,7%
77,5%
59,4%
62,4%
68,7%

10%
14%
27,4%
17,6%
32,2%
16,2%
27,4%
11,6%
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Abundance 2T

1300000

1000000

a00000

0 T T T [
Time--= 329 2572

Abundance 22nT

300000 na

200000

100000 21252172

o I N .

Titne--= 2051 26.23

Figura 22: Cromatograma da etapa de obtengéo de 7-oxo do experimento 8 com detalhe
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4.1.2 Isolamento do grupo de tetranortriterpendides.
O resultado do isolamento do grupo de TNTPD do experimento 8 esta

apresentado na figura 23.

Abundance TIC: COMC T-0X0 3 LIMPF1 D
4041484 7
i 1
13581 . . . e — ,
Time--= 3.29 5
AhundancE TIC: COMC F-0X0 3 LIMP F2011.D
40414384 | 22423 2
o . TE
¥l g
13581 ' ; . : I
Time--= 3.29 SR
Abundance TIC: COMC T-0X0 3 LIMP F2(20 D
4041484 7
= 3
i 21 1g2EH 24.73
k! P
13581 : : : i ,
Time--= 3.29 2572
Abundance TIC: COMC F-0X0 3 LIMP F2(30.D
4041484 7
- )
13581 ; : : e I
Time--= 3.29 2572
Abundance
4041484 7
13581 : : : : : I
Time--= 3.29 P

Figura 23: Isolamento do grupo de tetranortriterpenoides do experimento 8.
(1) Fragéo eluicao de baixo de PB (CHCIs.); (2;3;4) Eluicdo de TNTPD's (CHCI3/MeCN 95:5) trés

fragbes a primeira e segunda de 20ml e a terceira de 10ml.; (5) Eluicao de PE MeCN.
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4.1.3 Purificagao do 7-oxo.
O resultado da purificagdo de 7-oxo esta apresentado na figura 24 com o
cromatograma da etapa de purificagdo de 7-oxo do experimento 8. Esta amostra

rendeu 27,4mg e pureza cromatografica de 95,2%.

Abundance 22125

2e+07

1e+07

21 %‘#ﬁ]
1] T T T t a

|
Time--= 3.29 5572

Abundance g el

2000000
218

1000000 2280

2123 226
A_Il A6 B2 AT 2342 2443

[ P P
1] . T

Time--= 2056 26.23

{

Figura 24: Purificagdo de 7-oxo do experimento 8.

4.1.4 Caracterizagdao da amostra final.

O resultados da caracterizacdo da amostra final por espectrometria de
massas acoplada a CGAR estdo apresentados na figuras 25 e 26 que mostram
respectivamente o cromatograma e o espectro de massas da amostra final. O
resultado da caracterizacdo da amostra por ressonancia magnética nuclear esta
apresentado na tabela 28 e 29 que mostra a comparacdo entre os sinais de da
literatura e os sinais obtidos para hidrogénio e carbono, respectivamente. O
resultado da andlise de pureza por Calorimetria Exploratéria Diferencial esta

mostrado na figura 27
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Figura 25: Cromatograma da amostra final
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Figura 26:Espectro de massa do “padréo” de 7-desacetoxi-7-oxogedunina.

Tabela 28: Comparagéo dos deslocamentos de Hidrogénio obtidos com os da literatura. Ambos

utilizaram cloroférmio deuterado, a prequéncia da literatura foi de 25 MHz e a Referéncia de 125 MHz.

Deslocamentos da Deslocamentos Obtidos*
Literatura™® (Pereira, 1998)
7,42 7,42
7,08 7,09
6,35 6,37
5,91 5,94
5,47 5,47
3,89 3,87
2,91 2,90
2,40 2,40
2,21 2,22
1,94 1,98
1,52 1,51
1,44 1,45
1,35 1,36
1,22 1,22
1,16 1,16
1,13 1,14
*(em ppm)
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Tabela 29: Comparagdo dos espectros de Carbono com literatura. Ambos utilizaram cloroférmio

deuterado, a prequéncia da literatura foi de 25 MHz e a Referéncia de 125 MHz.

Deslocamentos da Deslocamentos Obtidos*
Literatura* (Pereira, 1998)
208,73 208,18
203,78 203,27
167,42 166,85
156,43 155,95
143,82 143,12
141,78 141,01
127,20 126,45
121,02 120,16
110,52 109,78
96,03 -
78,35 77,99
66,39 65,54
55,38 54,57
54,48 53,57
48,37 47,60
45,94 45,22
40,39 39,57
38,54 37,69
37,43 36,70
32,87 32,23
- 29,70
27,70 26,98
21,61 20,94
21,37 20,65
20,47 19,85
18,12 17,39
17,90 17,18
*(em ppm)
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9¢

Aexo

7-oxo,7-desacetoxi gedunina - pureza

19.01.2007 11:17:17

Module: DSC822e/700/951, 04.01.2005 16:56:55
Method: Dyn25...300@10 - N2=80mL

Sample Holder: Aluminum Standard 40ul

25.0-300.0°C 10.00°C/min N2 80.0 ml/min
3
Sample: 7-oxo,7-desacetoxi gedunina - TFG N2, 4.8200 mg Order No: 013.06.060.04
:
Sample: 7-oxo,7-desacetoxi gedunina - TFG N2, 4.9700 mg Order No: 014.06.060.04
|4
3 Order No: 017.06.060.04
Sample: 7-oxo,7-desacetoxi gedunina - TFG N2, 4.9500 mg
3
Sample: 7-oxo,7-desacetoxi gedunina - TFG N2, 4.8100 mg Order No: 018.06.060.04
Integral -311.41 m)
normalized -64.61 ) gA-1 DS C P urity
Onset 253.51 °C P urity 95.416 +/-35.627e-03 mol%
Left bl Limit 220.05 °C T Fusion 261.46 °C
Right bl Limit  270.74 °C Baseline Type line
Baseline Type line
- Integral -342.68 m) .
" DS C P urity
normalized  -68.95 J gA-1 P urity 94.774 +/- 25.699e-03 mob%
Onset 254.27°C T Fusion 262.17 °C
Left bl Limit 220.64 °C Baseline Type line
Right bl Limit  270.54 °C
Baseline Type line
Integral -317.69 mJ DS C P urity Purity = 94.7 +/- 1.0 mol%
normalized  -64.18 ) gA-1 P urity 94.628 +/- 52.855e-03 mol% S (purity) = 0.648
9 Onset 249.11 °C T Fusion 259.20 °C L o
Left bl Limit ~ 220.65 °C Baseline Type line T Fusion = 261.2 +/- 22 °C
Wgh-1 Right bl Limit ~ 270.37 °C S = 1374
Baseline Type line
Integral -324.66 m) DS C P urity
normalized -67.50 ) gA-1 P urity 93.840 +/-27.697e-03 mol%
Onset 250.31 °C T Fusion 262.01 °C
Left bl Limit 220.34 °C Baseline Type line
Right bl Limit  270.54 °C
Baseline Type lin
190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 °C
Y 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I I 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 min

FIOCRUZ:CTM:PMA:LEES: Rafael
Figura 27: Resultados do ensaio de pureza do padrao de 7-desacetdxi-7-oxo-gedunina.
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4.2 Preparo da amostra de 6leo de “andiroba” para analise por cromatografia.

4.2.1 Selegao de solvente e fase

As placas de cromatografia em camada fina estdo apresentadas na figura 28.

Figura 28: Placas de cromatografia em camada fina do estudo de solvente

CH,CL1 Eter Etilico Hexano Metanol Acetato de Etila
LY, 11 L -
. T | e —
1
|

L A -.'

69. O - -

CH.CI/MeCN 9/1 ]
27 MeCN aposcHc2  CHLClem RP-I8

—_— ———
. § = £ =n

LS

B %

estas placas sao repeticdes das originais. No ponto a esquerda esta aplicado o 6leo
de “andiroba”, no ponto central o “padrao” de 7-oxo e no ponto a direita o precipitado
de TNTPD.
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4.2.2 Ensaios das condigoes de extragao em fase soélida.

4.2.2.1 Estudos preliminares de extragdao em fase sélida

Os resultados dos ensaios preliminares de SPE estdo apresentados nas
figuras 29 até 68. Cada figura apresenta uma série de cromatogramas de das
fragdes recolhidas na ordem de eluigdo. Para efeito de comparagao, a figura 29

mostra o cromatograma do 6leo de “andiroba” com as respectivas regides.

Responze_| 21k

Glicerideos

200000

| 27 .36
2815

150000 | Acidos Graxos

10005

100000 —

TNTPDs

a0000 —

221

T T T j T T T T T T
Titne 1000 20000

Rezponze

30000

20000

10000

T
Time 1820 21.32
Figura 29: Cromatograma o6leo de “andiroba” com as regides dos trés principais grupos de

substancias. Legenda: Ang: angolensato de metila; Ged: gedunina; 7-oxo: 7-desacetdxi-7oxo-

gedunina; 6a: 6a-acetoxi- gedunina.
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Respunse: Signal: 20260201 DWFIDT & .CH

100000 —
] 1
T T T T |
Time 2583 BTS2
Respunse: Signal: 20380301 DWFID A .CH (%)
100000 —
- MMUL;
3 | ! i
1 T T T |
Time 253 27 52
Respnnse: Signal 20480401 DWFIC A .CH ()
100000 —
- M
TL/L e 7 T T
Time 253 2T 52
Hespunse: Signal 205801 01 DWFID A CH (%)
100000 —
i 4
T 1 T T |
Time 2.53 252
Respunse: Signal: 20680201 DWFIDT A .CH (%)
100000 —
- )‘”—/\’JJLL
T 1 1 T |
Time 2583 2752

Figura 30: Cromatogramas do Experimento 1 Cromatogramas: 1-CH.Clx(3); 2-MeCN(3); 3-MeCN(4);
4-MeCN(5); 5-MeOH(4)
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Fesponze_

Signal: SPE2CT DFIDT A.CH

200000 —
7l L T
T T T T I
lime 1.93 26.78
Responze_ Signal: SPE2C2 DFIDT A CH (%)
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T T T T I
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Fesponze_ Signal: SPE2C3DFIDT A CH (%)
200000
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Responze_ Signal: SPE2C4 DFIDT A CH (%)
200000
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200000
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Figura 31: Cromatogramas das fragdes CH,Cl, do experimento 2.
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Responze_ agnal SPEZACKNT DFIDM &.CH (%)

100000

I I I . I |
Time 209 2747
Response_ aignal SPEZACKZ COFIDY &.CH (%)
100000

S VNV RV P
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100000
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1 1 1 1 |
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Figura 32: Cromatogramas das fragdes MeCN do experimento 2.
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Fesponse_ Signal SPE2MET DFIC A .CH
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Figura 33: Cromatogramas das fragdes MeOH do experimento 2.
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Response_ Signal: 20180101 DWFICT A CH

50000 —
Time 126 27 05
Response_ Signal; 20280201 DFIDD A CH (%)
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Figura 34: Cromatogramas das fragées CH,Cl, do experimento 3.
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Signal: 20680601 .CFIC A CH
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Figura 35: Cromatogramas das fragdes CH.Cl,/MeCN 99/1 (V/V) do experimento 3.
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Figura 36: Cromatogramas das fragdes MeCN do experimento 3.
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Figura 37: Cromatogramas das fragées CH,Cl, do experimento 4.
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Figura 38: Cromatogramas das fragées CH,Cl, do experimento 4.
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Figura 39: Cromatogramas das fragdes CH.Cl,/MeCN do experimento 4.
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Figura 40: Cromatogramas das fragdes CH.Cl,/MeCN do experimento 4.
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Figura 41: Cromatogramas das fragdes CH,Cl, do experimento 5. O primeiro cromatograma

refere-se aos primeiros 10ml de CH,ClL..
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Figura 42: Cromatogramas das fragdes CH,Cl, do experimento 5
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Figura 43: Cromatogramas das fragdes MeCN do experimento 5
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Figura 44: Cromatogramas da fragdo de 20ml de CH.ClI, do experimento 6.
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Figura 45: Cromatogramas da fragbes CH.Cl,/MeCN do experimento 6.
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Figura 46: Detalhe de cromatograma da fragdo CH,Cl,/MeCN (3) do experimento 6.
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Figura 47: Cromatogramas das fragdes de MeCN do experimento 6.
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Figura 48: Cromatograma da fracdo CHCl, do experimento 7.
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Figura 49: Cromatograma da fragdo CH,Cl,/MeCN do experimento 7.
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Figura 50: Detalhe do cromatograma da fragdo CH,Cl,/MeCN do experimento 7.

Fesponze
14000

12000

10000

a0a0

| A

Fesponse_|

10000

000 —
|

Time 167 2716

{

Figura 51: Cromatograma da fragdo MeCN do experimento 7.
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Figura 52:Cromatogramas das fragées CH,Cl,[1], CH.Cl./MeCN [2] e MeCN [3]do experimento 8.
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Figura 53: Detalhe do cromatograma da fragdo MeCN [3] do experimento 8
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.Figura 54: Cromatogramas das fr.CH,Cl,[1], CH.Cl./MeCN [2] € MeCN [3] do exp. 9
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. Figura 55: Detalhe do cromatograma das fragcdes de CH,Cl,/MeCN do experimento 9.
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Figura 56: Cromatogramas das fragdes CH.Cl,[1] e MeCN [2] do experimento 10.
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Figura 57: Detalhe do cromatograma da fragdo MeCN do experimento 10.
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Figura 58: Cromatogramas das fragdes CH,Cl,[1] e MeCN [2] do experimento 11
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Figura 59: Detalhe dos cromatogramas da fragdo MeCN do experimento 11.
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ura 60: Cromatogramas das fr. CH,CI,[1]. CH.Cl./MeCN[2] e MeCN]I3] do experimento 12.
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Figura 61:Cromatogramas das fragées CH.Cl,/MeCN [1] e MeCN [2] do experimento 12 aprox.
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Figura 62: Cromatogramas das fr. CH,ClI,[1]. CH.Cl./MeCN [2] e MeCN [3] do experimento 13.
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Figura 63: Detalhe dos cromatogramas das fr. CH,Cl,/MeCN [1] e MeCN [2] do experimento 13
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Figura 64: Cromatogramas das fragdes CH.Cl,[1], CH.Cl./MeCN [2] e MeCN [3]do experimento 14
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Figura 65: Cromatogramas das fragdes CH,Cl, [1], CH.Cl./MeCN 9/1 [2] e 8/2 (V/IV) [3] e MeCN [4] do

experimento 15.
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Figura 66: Cromatogramas das fragdes CH.Cl,[1], CH.Cl./MeCN 9/1 [2] e 8/2 (V/V) [3] e MeCN [4] do

experimento 15.
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Figura 67: Cromatogramas das fragées CHCI;[1] e MeCN [2] do experimento 16.
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Figura 68: Detalhe do cromatograma da fragdo MeCN do experimento 16.
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4.2.2.2 Otimizagao por etapas da extragcao em fase sélida

Os resultados da otimizagao da extragcao em fase sélida estdo apresentados a

seguir. Os resultados dos experimentos para a otimizagdo da etapa de eluigdo de

componentes de baixa polaridade estdo apresentados nas figuras 69, 70, 71, 72 e

73.
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Figura 69: Cromatogramas do experimento 1 da otimizagao da EFS, fragbes CHCI; (1, 2, 3 e 4, na

ordem).
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Figura 70: Cromatogramas do experimento 1 da otimizagdo da EFS aproximados na regido de

TNTPDs. Fragdes CHCI; (1, 2, 3 e 4, na ordem).
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Figura 71: Cromatogramas do experimento 1 da otimizacdo da EFS, fragbes CHCI; (5, 6, 7 € 8, na

ordem)
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Figura 72: Cromatograma da fragdo MeCN do experimento 1.
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Figura 73: Superposi¢cdo de cromatogramas das fragbes de CHCIs;/Hexano coletados no experimento
2. As fragbes vao do 1 ao 10, de cima para baixo. Legenda: 7-oxo: 7-desacetoxi-7-oxogedunina; Ang:

angolensato de metila; 6a: 6a-acetoxi-gedunina; Ged: gedunina.
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Os resultados dos experimentos para a otimizacdo da etapa de eluicdo dos

TNTPDs estado apresentados nas figuras 74 a 79.
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Figura 74: Gréfico de eluigdo de TNTPDs na fragdo CHCI;/MeCN do experimento 1 de otimizagao
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Grafico de eluigdo de TNTPDs na fragao CHCI:/MeCN do experimento 2 de otimizagao.
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Figura 76: Grafico de eluicdo de TNTPDs na fracdo CHCls/acetona do experimento 3 de otimizagao.
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Figura 77: Cromatograma da

otimizagéo.

segunda fracdo de CHCls/acetona 95/5 (V/V) do experimento 4 de
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Figura 78: Grafico de eluicdo de TNTPDs na fragdo CHCIs/MeCN do experimento 5 de otimizagéo.
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Figura 79: Grafico de Eluicdo de TNTPDs na fragdo CHCI3/MeCN do experimento 6 de otimizagao.

4.2.3 Recuperagao

Os resultados dos ensaio de recuperagéo estdo mostrados Tabela 30.

Tabela 30 Resultados dos estudos de recuperagao

Analise 1(%) Analise 2(%) Média(%)

Recuperacéao 90,76 90,57 90,66
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4.3 Métodos Analiticos

4.3.1 Cromatografia a gas de alta resolugao

Os resultados das analises para o desenvolvimento da metodologia analitica
por CGAR estao apresentados abaixo, primeiramente os resultados para a coluna
HP-5ms e, em seguida, os resultados para a coluna HP-5ht. A figura 80 mostra o
cromatograma do 6leo de “andiroba” na coluna HP-5ms no método inicial. A figura
81 e 82 mostram o cromatograma do 6leo neste método.

FID1 A, (120506\202B0101.D)

PA |
©
~
(']
I~
\
500
|
400 l
|
‘ I
300
()]
o
(&)
o
il | <
o
o
[
200~ ‘ “'
“
|
2]
e) : b
- 3 Tetranortriterpenoides
N
| o = < |
2 | | ﬁ =] B 2
g oyl 5 - oo BT 3 =
15 |l e g oD ordds § 9% 9 | | i
-l i |\ © of 'wﬁ 5 wegys o 0 3 | [
o | : \ N Ee] - (\g“:g;v e I T |
a '.‘f - o 0 o | & P 1S J
o \\‘7.&/“7- \\»JL Q:\ ;Qﬁ o _J S o A A e e —
T S . 1.
0
15 20 25 30 35 40 45 50 min

Figura 80: Cromatograma do 6leo de “andiroba” no método inicial em coluna HP-5.

93



Rezponze

150000

100000

a00an

Time 1
Figura 81:

Rezponze

25000

20000

15000

10000

a0ao

: i 1 % T : 1 T I
A 27
Cromatograma do 6leo de “andiroba” no método estabelecido em coluna HP-5ht.

2063

[
Time 1929 201
Figura 82: Detalhe do cromatograma do 6leo de “andiroba” no método estabelecido em coluna HP-

5ht.
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O TNTPD’'s foram identificados por cromatografia a gas acoplada a
espectrometria de massas. Nas figuras 83 e 84 estdo apresentados os
cromatogramas do 6leo em CG-EM e nas figuras 85, 86, 87 e 88 estdo os espectros

de massas.
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Figura 83: Cromatograma do 6leo de “andiroba” no método estabelecido em CG-EM com coluna HP-

5ms.
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Figura 84: Detalhe do cromatograma do 6leo de “andiroba” no método estabelecido em CG-EM com
coluna HP-5ms. Legenda: Ang: angolensato de metila; Ged: gedunina; 7-oxo: 7-desacetoxi-7-

oxogedunina; 6a: 6a-acetoxi-gedunina.
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Figura 85: Espectro de massas do angolensato de metila.
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Figura 86: Espectro de massas da gedunina.
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Figura 87: Espectro de massas do 7-desacetoxi-7-oxogedunina.
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4.3.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Os resultados do desenvolvimento de CLAE com fase mdvel bifasica sao
apresentados nas figuras abaixo. Primeiro na figura 89 ¢é apresentado o
cromatograma do precipitado de TNTPDs no método original. Na figura 90 é
mostrado o cromatograma de uma amostra de 6leo de “andiroba” analisada no
método preliminar e, nas figuras 91, 92, 93 e 94, sao apresentados os

cromatogramas nos TNTPDs obtidos pelo mesmo método.
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Figura 89: Cromatograma do precipitado de TNTPDs analisado no método original.
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Figura 90: Cromatograma de uma amostra de 6leo de “andiroba” analisada pelo método preliminar.
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Figura 91: Cromatograma de 7-oxo analisado no método preliminar.
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Figura 92: Cromatograma de angolensato de metila analisado no método preliminar.
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Figura 93: Cromatograma de 6a-acetoxi-gedunina analisado no método preliminar.
mall
] @ FDA Multi 1
280 &
1 o
200
150
100
50
04
| s I R R S O e e S T, R s N ) R T )
oo 2.5 5.0 TA 10.0 12.5 15.0 175
min

Figura 94: Cromatograma de gedunina analisado no método preliminar.

99



Como resultado do primeiro desenho experimental esta apresentado na figura

95 o cromatograma do segundo experimento do desenho.
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Figura 95: Cromatograma do segundo experimento do primeiro desenho experimental.

Os resultados apresentados para fase movel trifasica sdo apresentados a
seguir. Na figura 96 esta apresentado um cromatograma de uma amostra de 6leo de
“andiroba” com a fase moével MeCN/MeOH/H,0 35:30:35 (V/V/V).
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Figura 96: Cromatograma de uma amostra de 6leo de andiroba a com fase moével de
MeCN/MeOH/H.O.

Os resultados referentes ao segundo desenho experimental estdo presentes a
seguir. A figura 97 mostra a tabela de efeitos principais do desenho. A figura 98
mostra a tabela de ANOVA do desenho. A figura 99 mostra o grafico de desirability
do desenho. As figuras 100 e 101 mostram os graficos de superficie de resposta em
3D e 2D respectivamente. Finalmente, a tabela 31 mostra a metodologia otimizada

resultante do desenho e a figura 102 mostra o cromatograma com esta condi¢ao.
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#ACH Q) =, 4553855 .0B5874 | -5.30841 (ANPETE | “iaebIB1, | =245T20 | = 227328 . 042937
{ 2)FLUXD (L) —. 408683 . 059933 | —6,81897 .0ood4as | -, 555335 | -, 262032 | -, 204342 L 029967
FLUXO (4] —. 057815 . 086444 —-.66881 528495 0 — 269336 L 153707 | —. 028907 ,043z222
{3)VOLTIHI (1) —.540844 . 059661 | -9.06529 . 000101 | -, 686829 | — 394858 | - 270422 L 029830
VOLINI (Q) =, 220378 SOBE9LE | =2 59528 ;040327 | = 428164 | = 012537 | = 110188 . 042457
1L by 2L —.219000 ANFEERR | =307 L021727 | —.393114 | — 044886 | —. 109500 . 035578
1L by 3L —. 324500 L 071157 | —4.56035 .0035849 | — 498614 | - 150386 | —. 162250 . 035578
2L by 3L . 224500 071157 3.15500 L 019689 050386 . 398614 A 22E0 . 035578

Figura 97: Tabela de efeitos principais do desenho experimental.
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I8 ANOVA; Var.:RESANG; R-sqr=,99542; Adj:,99019 (de3.sta)

EXPERIN. 3 factors, 1 Blocks, 16 Funs; M5 Pure Error=.0001125
DESIGH IV RESANG
12, 13382 i 1213387 10785e .2 L 001938
i . 28569 1 . 28569 2539.5 o e e
J .47087 1 .47087 4185.5 .009g3a
(3IVOLINT (L3 B3220 1 CRIZ20 73973 ,oo740z2
VOLINI Q) .06808 1 06808 B 1 . 025865
1L by 2L . 09592 1 IS B52.6 L021794
1L by 3L . 21060 1 . 21060 1B72. 0 L014711
2L by 3L .10080 1 .10080 896 .0 L021260
Lack of Fit L06514% & .01086 96.6 77742
Pure Error Loon11 1 .aoo11
Total 55 14, 26274 15
Figura 98: Tabela de ANOVA do desenho experimental.
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Figura 99: Grafico de desirability do desenho experimental.
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Figura 100: Grafico de superficie de resposta do desenho experimental em 3D.
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Figura 101: Grafico de superficie de resposta do desenho experimental em 2D.
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Tabela 31: Método otimizado de CLAE.

Método de analise

Coluna: C18 (250 x 4,5mm, 5pum de tamanho de particula).
Fase moével: MeCN/H,O/MeOH (35:35:30, V/V/V).

Fluxo: 0,9ml/min.

Detector: UV (PDA) em varredura de 190-400nm.
Comprimento de onda: 210nm.

Volume injetado: 20pl.

YV VYVVYY

mAL

P LA hulti 1

9.4

154

13.7450

16.165

Figura 102: Cromatograma do 6leo de “andiroba” pelo método otimizado pelo desenho experimental
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4.4 Pré-validagao

Os resultados das pré-validagdes estdo apresentados abaixo.

4.4.1 Linearidade

Nas figuras 103 e 104 estdo apresentados os resultados da regressao linear
do método de CLAE e de CGAR.

Multiple Regression Results

Dep. War. : AREL Multiple R : 92959247 F = 102280,9
R#*: 99975495 df = A
No. of cases: 24 adjusted F2: 99977515 p = 000000
tandard error of estimate: 5070,2410705
Intercept: -1216,252621 5td.Error: 296Z,535 22) = -,4105 p < L6854
CORCCOR bketa=1,00

(significant beta's are highlighted)

Figura 103: Regresséo linear do método de CLAE.

Miltiple Regression Results

Dep. Var. : LREA Multiple B @ 99377009 F = 47%827,69
R2: 0899054023 df = 1,22
No. of cases: 24 adjusted R2: 99951933 p = 000000
Standard error of estimate: Z2,6772718Z21
Intercept: -,416396265 Std.Error: 98258264 tf 22) = =,4237 p < 6759

CONCCOR: beta=1,00

[2ignificant beta's are highlighted)

Figura 104: Regressao linear do método de CG.
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Nas figuras 105 e 106 estao apresentados os graficos de preditos x residuos

dos dois métodos.

Fredicted wvs. Residual Scores

Lependent variable: AREA

15000
o ]
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Figura 105: Grafico de preditos x residuos do método de CLAE.
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Figura 106: Grafico de preditos x residuos do método de CG.
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Nas figuras 107 e 108 Estao apresentados os graficos de dispersdo com os
respectivos modelos.
COMCCOR wvs. AREA

AREA =-1216,+ 33043, " CONCCOR
Carrelation: r= 99929

1,5e6 T T ! i //
1.4e8 E
1eb
I
i
o
LT ges |
Z2ef5
es : i ; . i "o, Regrassion
-5 5 15 25 25 a5 A5 95% confid.
CONCCOR
Figura 107: Grafico de dispersdo com modelo de CLAE.
COMCCOR ws. AREA
AREA = - G4+ 14,4902 * CONCCOR
Carrelation: r= 29977
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-20 20 [=lu} 100 140 180 220 260 5% confid.
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Figura 108: Grafico de dispersdo com modelo de CG.
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4.4.2 Precisao

Nas tabelas 32 e 33 estdo apresentados os resultados de repetitividade dos

métodos de CLAE e CG.

Tabela 32: Repetitividade do método de CLAE.

Concentragao (pg/ml)

Areas

Desvio
Padrao

Coeficiente de
Variagao

0,9

31042
32143
32937
31978

777,64

24

9,5

312577
311210
312876
312907

802,25

0,3

18,9

624247
628462
613544
620233

6347,17

28,4

939444
939633
924740
930595

7258,99

37,9

1257307
1262080
1241865
1258320

8924,75

47,4

1567741
1575817
1540612
1568418

15462,25
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Tabela 33: Repetitividade do método CGAR.

Concentragao (pg/ml)

Areas

Desvio
Padrao

Coeficiente de
Variagao (%)

4,7

6,76652
6,74082
6,49786
6,44000

0,17

2,52

47,4

68,73673
70,65929
69,65026
70,37845

0,85

1,21

94,7

141,30093
142,23317
139,73640
139,34067

1,35

0,96

142,05

218,82699
216,53166
215,08067
217,22176

1,56

0,72

189,4

279,86670
281,12103
281,58972
278,96367

1,19

0,43

236,75

357,68256
355,94138
353,54581
352,39432

2,38

0,67
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4.4.3 Seletividade

Os resultados de seletividade estdo apresentados abaixo. Na figura 109 estao

as os espectros no UV e pureza de sinal dos picos dos TNTPDs.

7-desacetoxi, 7-oxo, Gedunina
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Figura 109: Espectros de UV e pureza dos tetranortriterpendides
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4.4.4 Limite de deteccgao

Os limites de detecgao calculados estdo apresentados na tabela 34.

Tabela 34: Limites de Detecgao dos métodos de CLAE e CG.

Método CLAE(ng/ml) CGAR(pg/ml)
Cromatografico
LD 0,07 0,33

4.4.5 Limite de Quantificagao

Os limites de quantificacado calculados estdo apresentados na tabela 35.

Tabela 35: Limites de Quantificagdo dos métodos de CLAE e CG.

Método CLAE(pg/ml) CGAR(pg/ml)
Cromatografico
LQ 0,24 1,11
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4.5 Quantificagao dos tetranortriterpendides

Os resultados da quantificacdo dos TNTPD estdo apresentados na tabela 36.

Tabela 36: Resultado da quantificagdo dos tetranotriterpenoides.

Unidade 7-desacetoxi-7-oxo-gedunina angolensato de metila  6a-acetdxi-gedunina gedunina
2,47 2,5 1,15 1,15 1,79 1,84 1,62 1,62
mg/g 2,48 1,15 1,82 1,62
0,25 0,25 0,12 0,11 0,18 0,18 0,16 0,16
Yo(m/m) 0,25 0,12 0,18 0,16

Total

7,07

0,71
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5.0 Discussao

Para se atingir o principal objetivo deste trabalho, que é a quantificacdo de
tetranortriterpendides (TNTPDs) em 6leo de “andiroba” de forma confiavel e robusta,
foi necessario que algumas etapas fossem realizadas.

A primeira delas trata da referéncia a ser utilizada na quantificagao, essencial
para o uso de técnicas cromatograficas. A auséncia de padroes de TNTPDs
disponiveis exigiu a producdo de uma quantidade minima de um dos TNTPDs. A
etapa seguinte trata do preparo da amostra para a analise. O 6leo de “andiroba” é
uma matriz complexa, composta de acidos graxos e glicerideos, contendo apenas
pequenas quantidades de TNTPD, além de outras substancias minoritarias. Desta
forma, para uma analise quantitativa dos TNTPDs com um bom grau de confianca,
foi necessaria a obtencéo de aliquotas menos complexas que a matriz, assim como
um consequente aumento da concentracao dos TNTPDs. A terceira etapa se refere
ao método de analise em si, que deve ser desenvolvido visando uma boa
seletividade para as substancias em estudo, com boa preciséo, exatidao e robustez
e que suportem sua confiabilidade e adequacédo. Estes parametros sao justamente a
ultima questdo abordada para a quantificacdo dos TNTPDs, chamada de validagao.
Esta validagéo consiste em um estudo cientifico de parametros do método, alguns ja
mencionados, verificando se eles estdo dentro de limites convencionados
comprovando, portanto, sua aplicabilidade.

Todas essas quatro etapas foram abordadas no curso deste trabalho e foram,
a principio, realizadas nesta ordem. Porém, como elas estdo intimamente ligadas,
algumas etapas foram realizadas de forma concomitante e, em alguns casos, uma

etapa foi refeita apds a obtengao de alguns resultados da etapa subsequente.

5.1 Desenvolvimento de Método de Analise por CGAR

O trabalho foi iniciado com a analise do 6leo e do precipitado de TNTPDs em
cromatografia a gas de alta resolugdo (CGAR). A figura 81 na pagina 93 traz o
cromatograma do dleo de “andiroba” analisado pelo método inicial para CGAR.
Alguns aspectos chamam a atengao: o longo tempo de analise, a larga diferengca em
termos de area entre os sinais dos acido graxos (13,309; 17,276; 17,494 min), entre
os sinais dos TNTPDs (37,541; 40,400; 41,401; 44,052 min) e os acidos, a baixa
resolucdo do sinal correspondente a gedunina (40,400 min) e a auséncia de sinais

referentes aos glicerideos.
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Algumas variagdes dos parametros de analise foram realizadas (tabela 13,
pagina 41) envolvendo, principalmente, os aumentos da taxa de aquecimento, do
fluxo linear do gas de arraste e da temperatura inicial; porém, ndao foram obtidos
bons resultados. O principal problema era a eluigdo dos glicerideos, que eluem em
temperaturas acima de de 350 °C, acima da temperatura maxima suportada pela
coluna HP-5, que é de 325 °C. Assim, os glicerideos permaneciam na coluna,
afetando as analises seguintes. Por esse motivo substituiu-se a coluna pela HP-5ht
capaz de alcancar temperaturas de 400 °C.

A figura 82 na pagina 94 mostra o cromatograma do 6leo de “andiroba”
analisado na coluna HP-5ht apds a otimizagdo com variacdo dos parametros,
apresentados na tabela 15 e 16, das paginas 42 e 43 respectivamente. Assim como
para a coluna HP-5 estas variagdes foram, principalmente, o aumento de
temperatura final, aumento de taxa de aquecimento e aumento do fluxo. Nota-se no
cromatograma uma diminuicdo do tempo de corrida, o aparecimento dos sinais
referentes aos glicerideos e, na figura 83 também da pagina 94, o detalhe do mesmo
cromatograma na regido de TNTPDs com os sinais bem resolvidos. O método
otimizado estd apresentado na tabela 37. O dleo foi injetado em CG-EM para
caracterizacdo dos sinais de TNTPDs no mesmo método, substituindo a coluna HP-
5ht por outra HP-5ms e com temperatura final de 325°C. O resultado € mostrado nas
figuras 84 e 85 da pagina 95, que trazem o cromatograma e o detalhe da regido de
TNTPDs.

Tabela 37: Metodologia de CGAR otimizada.

Cromatografia a gas de alta resolugao

Coluna DB-5HT de 30 m de comprimento 250 pm de diametro interno e 0,1 um de
espessura de filme. Temperatura inicial de 150 °C, isoterma de 2 min. Taxa de
aquecimento de 10 °C/min. Temperatura final de 400 °C. Isoterma final de 5 min.
Injetor spit/splitless com split de 1/20 a 270 °C. Detector de ionizagdo em chama a
300 °C.

Como previsto, os picos dos glicerideos nao aparecem por nao se alcangar
uma temperatura maior de 350 °C; no entanto, observa-se uma boa separagao dos
sinais, fato ndo observado anteriormente neste modelo de coluna e que foi,
provavelmente, devido ao tempo de uso e estado geral da unidade utilizada. Na

Figura 85 (pagina 95) estao indicados os sinais dos quatro TNTPDs identificados por
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comparagao de seus espectros de massa com a literatura (Pereira, 1998). Nas
figuras 86 da pagina 95 e 86, 87 e 88 da pagina 96, estdo apresentados os
espectros de massas obtidos para cada sinal. Desta forma, foi desenvolvido um
método para a analise de TNTPDs por CGAR com uma boa resolugdo entre os
sinais e com tempo de corrida menor do que o método anterior. Além disso, o
método com coluna HP5-HT permite a visualizacdo dos glicerideos, impedindo que

estes afetem as analises posteriores.

5.2 Preparo de amostra por Extracao em Fase Sélida

Com os resultados obtidos no desenvolvimento da metodologia de analise
ficou clara a necessidade do tratamento prévio da amostra, uma vez que a baixa
quantidade de TNTPDs poderia acarretar problemas na confiabilidade do método.
Como o maior grupo de componentes do 6leo era o dos glicerideos e por ser este
um grupo nao passivel de analise na coluna comum HP-5, o desenvolvimento do
meétodo principal exigiu sua eliminagdo. Uma busca na literatura revelou alguns
estudos voltados para o enriquecimento de TNTPDs por extracido liquido-liquido
(Isman, 1990; Barrek, 2004) e por extracdo em fase sodlida, utilizando carvao
grafitizado (Ramesh 1999). Por se tratar de uma técnica mais moderna, com a
possibilidade de um controle mais fino sobre a extracdo, optou-se pela segunda. A
extragdo em fase solida (EFS) foi desenvolvida para aplicagdo a substancias

organicas e metais pesados, a partir de matrizes aquosas (Fritz, 2000).

5.2.1 Selegao do solvente e da fase

No caso do presente estudo, a matriz ndo € aquosa mas sim oleosa. Tendo
isso em vista, e a ndo disponibilidade de carvao grafitizado, optou-se pelo estudo em
gel de silica como fase sélida de extragao, realizado em cromatografia de camada
fina (CCF) testando-se a eluicdo do precipitado de TNTPDs e o 6leo de “andiroba”
para diferentes solventes. Nos resultados apresentados na figura 29 da pagina 57
pode ser visto que o diclorometano elui muito pouco o precipitado de TNTPDs e elui
parcialmente o 6leo. O uso posterior de acetonitrila (MeCN) como eluente resulta na
eluicdo das substancias retidas na placa, eluidas com diclorometano. Estes
resultados apontaram para a utilizagcdo do diclorometano na etapa de eluicido dos
glicerideos e da acetonitrila como solvente para retirar os TNTPDs retidos na silica.

Outros solventes foram testados mas retinham igualmente ou eluiam
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igualmente todos os componentes. A MeCN foi escolhida a principio, pois se tratava
de um dos solventes utilizados em CLAE de fase reversa, uma das técnicas
cromatograficas que seriam utilizadas posteriormente. Um placa de C-18 também foi
testada, resultando claramente numa eluigdo gradual de todos os componentes do
precipitado de TNTPD. Em conjunto, estes resultados indicaram a adequagéo da
silica como fase sélida e o uso de diclorometano e acetonitrila como eluentes em

duas etapas subsequentes da extragao.

5.2.2 Ensaio das condig¢des de extragcao em fase sélida

Procedeu-se entdo ao estudo de EFS, cujo processo pode ser dividido em
quatro etapas (Poole, 2000): (i) o condicionamento da fase com solvente que
melhora a reprodutibilidade da retengédo dos analitos; (ii) a aplicagdo da amostra com
a passagem desta dissolvida; (iii) a eluicdo de substancias indesejaveis retidas na
matriz; e (iv) a eluicdo das substancias de interesse. Baseado nestas etapas foram

iniciados os estudos para esta extracao.

5.2.2.1 Estudos preliminares de extragdao em fase sélida

A primeira etapa do ensaio das condigcbes de extracdo em fase sodlida
consistiu em uma série de estudos preliminares nos quais pode ser avaliada a
eluicdo dos componentes do 6leo frente a diferentes condicbes. Como mostram as
tabelas 7 e 8 nas paginas 36 e 37 respectivamente, foram utilizados 5ml de hexano
na etapa inicial de condicionamento pois, a principio, isso facilitaria a retengao dos
TNTPDs. Para a retirada dos glicerideos foi utilizado CH,Cl,. Os TNTPDs foram
eluidos com MeCN e uma limpeza final da fase foi realizada com MeOH. O primeiro
experimento mostrado na figura 31 da pagina 59 confirmou a expectativa de que o
diclorometano eluiria os glicerideos mas ndao os TNTPDs, que eluiram com MeCN.
No entanto, os glicerideos residuais ainda sairam juntamente com os TNTPDs, o
que induziu a modulacdo da massa de 6leo aplicada e do volume dos solventes,
para se atingir a separacao ideal, obtida no experimento 5 e apresentada nas figuras
42, 43, e 44 das paginas 70, 71 e 72 respectivamente. No experimento 6 tentou-se
eliminar os residuos de acidos graxos, aumentando-se a polaridade de forma mais
gradual com a passagem de 5ml de CH,Cl,/MeCN 9:1 (V/V). Porém, nesta fracéo,
ocorreu a eluicao seletiva dos quatro TNTPDs identificados, como pode ser visto na

figura 47 da pagina 74. Como estes ainda compunham os residuos na fragdo MeCN,
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aumentou-se o volume de CH,CI,/MeCN 9:1 (V/V) e obteve-se o mesmo resultado
em relacdo aos TNTPDs — todos foram concentrados nesta fragdo, porém
contaminados ainda com glicerideos (experimento 7, figura 50, pagina 75).

A partir do experimento 8 passou-se a trabalhar com uma seringa de 5Sml,
buscando-se aumentar a coluna de silica e assim obter um possivel aumento do
numero de pratos tedricos. Ao mesmo tempo, foi ensaiada uma diminuicdo nas
fases, passando-se a utilizar metade da massa de fase e a aplicar a metade da
massa de oleo. Os experimentos 8 e 9 tentaram reproduzir a eluicdo seletiva dos
TNTPDs com a seringa de 5ml. O experimento 9 funcionou, o que n&o ocorreu com
o experimento 8 (figuras 53 e 54 na pagina 76 e 55 e 56 na pagina 77). A principal
diferenga entre estes dois ensaios foi que no experimento 8 os solventes foram
passados enchendo a seringa (cerca de 5ml de cada vez) enquanto que no
experimento 9 os solventes foram adicionados como vinham sendo, de 1 em 1ml,
portanto em um fluxo bem menor. Estes resultados levantaram duvidas em relagao
ao condicionamento da fase. Nos experimentos 10 a 12 procurou-se formar uma
base de comparagdo com os resultados obtidos no experimento 5 com a seringa de
10ml, utilizando a seringa de 5ml. Os resultados ndo foram muito satisfatérios
(figuras 57 a 62 nas pagina 78, 79 e 80 respectivamente), obtendo-se a fracdo de
eluicdo de TNTPDs sempre com residuos de glicerideos. Uma vez que os resultados
dos experimentos 8 a 12 mostraram que este sistema com a seringa de 5ml n&o
estava sendo capaz de eluir corretamente os glicerideos com o CH,Cl,, estudou-se
entdo o condicionamento da fase de EFS, ja que este pode levar a variagbes nos
resultados, principalmente em sistemas que se prepara o proprio cartucho. Nestes
sistemas podem se formar canaliculos por onde passa o solvente, num fenédmeno
que faz com que o solvente ndo esteja em contato com toda a fase e, portanto, com
todo o material retido. Para contornar este problema, nos experimentos 13 e 14
substituiu-se o hexano por CH.Cl, como solvente de condicionamento, antes de
aplicar a amostra. Os resultados foram bastante satisfatérios, como pode ser visto
nas figuras 63 a 65, das paginas 81 e 82 respectivamente, que mostram a
obtencdo de amostras de TNTPDs com a presencga residual de glicerideos. No
experimento 15, apds o condicionamento com CH,Cl,, passou-se uma mistura de
CH.CI/MeCN 9:1 (V/V), seguida da mesma mistura 8:2. A principal mudanga,
entretanto, foi a aplicagdo de pressdao em todas as etapas, buscando melhorar a

resolucao. Contudo, os resultados (figuras 66 e 67 nas paginas 83 e 84) apontaram
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a presencga dos TNTPD em todas as fragdes, exceto a MeCN final. Além disso, nesta
mesma fragcao, apareceram glicerideos depois de todos os demais ja terem saido.
Estes resultados indicam que a pressao durante todo o ensaio favoreceu a formagao
de canaliculos e estes glicerideos s6 apareceram porque a fase foi seca no final.

No experimento 16 repetiu-se o experimento 10 com duas variagdes, ou seja,
a substituicdo de CH.Cl, por CHCI; e o condicionamento sendo realizado sob
pressao. Apesar da pressdo aplicada durante todo o experimento nao ter se
mostrado eficaz, seu uso durante o condicionamento da fase o €, pois conduziu a
uma fase mais homogénea e livre de bolhas, o que pode favorecer a eficiéncia e
reprodutibilidade do procedimento. O cloroférmio foi testado, na tentativa de superar
a eficiéncia do CH.Cl, em retirar totalmente os glicerideos. Os resultados
demonstraram realmente uma melhora, apesar de ainda sobrar residuo de
glicerideos (figura 68 e 69 na pagina 85).

Todos esses ensaios preliminares demonstraram que é possivel o uso da
silica como fase de extragao, e que sao extraido seletivamente os TNTPDs da fase
quando eluidos com uma mistura de CH,Cl, e MeCN, nela restando outros residuos
minoritarios. Também o condicionamento com o mesmo solvente de eluicdo dos
glicerideos e o0 uso de pressdo permitiram um empacotamento mais uniforme e a
perspectiva de maior reprodutibilidade. Os ensaios preliminares forneceram uma
série de informagdes sobre esta metodologia, mas ficou claro que uma abordagem
mais sistematica era necessaria. Assim, passou-se a estudar cada etapa da

extracdo separadamente.

5.2.2.2 Otimizagao por etapas da extracao em fase sélida

A primeira etapa estudada foi a eluigdo de glicerideos. Com base no resultado
do experimento preliminar 16, utilizou-se CHCI; para ensaiar o volume ideal de
solvente (mililitros) para eliminar completamente os glicerideos, sem retirar os
TNTPDs. O resultado mostrou que sao necessarios 40ml de CHCI; para a retirada
total dos glicerideos; porém, os primeiros 5ml de CHCI; ja continham TNTPDs,
provavelmente devido a um excesso de material, uma vez que foram aplicados 150
mg de 6leo. O resultado esta na figura 71 da pagina 87. Passou-se a entdo a
segunda etapa foram estudadas a composi¢ao e o volume necessario para extrair os
TNTPDs da fase. Optou-se por aplicar, inicialmente, 50mg de 6leo para evitar perda

por excesso e por utilizar CHCIs/MeCN 95:5 ao invés de 9:1, pois resultados do
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experimento preliminar 6 mostravam que a fragcdo ainda se mostrava muito
complexa. Os resultados dos primeiros ensaios, mostrados na figura 75 na pagina
90, nao foram promissores pois apesar da seletividade da mistura CHCIls/MeCN para
os TNTPDs, a extracdo foi lenta, exigindo varios mililitros para se retirar todos os
TNTPDs. A proporcao de 97,5/2,5 foi testada, mas a extragdo se mostrou mais lenta
ainda (Figura 76, pagina 90). Substituiu-se entdo a MeCN por acetona, um solvente
com a constante dielétrica e o0 momento dipolar menores que os da MeCN para,
eventualmente, acelerar a eliminacdo dos TNTPDs. Foram testadas as proporgoes
de 5% e 2,5% em CHCI; Os resultados mostraram que nao houve extragao seletiva
de TNTPDs com a proporgéo de 5% como mostra a figura 78 na pagina 91; ja os
resultados da proporgéao de 2,5% foram similares aos de 5% de MeCN (Figura 77,
pagina 91). Outro problema surgiu: a analise da aliquota de CHCI; do teste com
CHCls/acetona 97,5/2,5 demonstrou a presencga de 7-oxo. Aparentemente, a simples
reducado da massa aplicada nao foi suficiente para impedir a passagem de TNTPDs
na fragdo de CHCI;. Um novo teste, utilizando CHCls/hexano 95/5 em vez de CHCI;
puro, foi realizado. O resultado, cujos cromatogramas estdo na figura 74 da pagina
89, demonstraram que apenas a nona aliquota, correspondente a 45 ml, apresenta
os TNTPDs. Deste modo, esta solugao foi utilizada nos estudos seguintes para a
retirada de glicerideos. Foram entao realizados mais dois testes com CHCIls/MeCN
95/5 e 97,5/2,5. Os resultados, apresentados nas figuras 79 e 80 ambos na pagina
92, mostraram uma saida muito mais rapida dos TNTPDs. No caso da solucdo a
2,5% foram necessarios 45 ml, mas todos foram eluidos. Ja nos resultados a 5% na
fragdo 15 terminaram de sair todos os TNTPDs, com excecado do 7-oxo. Para esta
substancia foram necessarios 30 ml para retirada total, porém com 15 ml mais de
90% ja haviam sido eluidos. Deste modo, optou-se por realizar a eluigdo dos

TNTPDs com 15 ml e realizar um teste de recuperagao.

5.2.3 Estudo de recuperagao

Os resultados do teste de recuperagcao podem ser vistos na tabela 30 da
pagina 92. A recuperacao foi de cerca de 90%, considerada bastante adequada,
levando-se em conta que, a principio, os demais TNTPDs ja teriam eluido. Desta
forma, uma metodologia de extracdo em fase soélida para o preparo de amostra de
oleo de “andiroba” foi desenvolvida. No entanto, ndo pode ser considerada definitiva,

pois ainda havia que se testar a recuperagao dos demais TNTPDs, etapa para a
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qual seria necessario uma referéncia. Havia também que ser realizar testes de
recuperacao com adicao de padrées a uma matriz similar ao 6leo de “andiroba”, no
sentido de verificar o efeito da matriz sobre a recuperagdo. Por fim, seria
interessante analisar outros oleos de “andiroba” para determinar se 0 método tem
aplicabilidade geral, ja4 que matérias-primas de origem vegetal costumam apresentar

variagbes em suas composi¢cdes quimicas devido a fatores bidticos e abidticos.

5.3 Isolamento e purificagao de referéncia

Concomitante ao desenvolvimento da metodologia de preparo de amostra, foi
isolada e caracterizada uma porgao de 7-oxo a partir do precipitado de TNTPDs para
uso como referéncia, tanto para a quantificagdo dos TNTPDs como no
desenvolvimento da metodologia de extragdo. A principio, tentou-se evitar o uso de
colunas cromatograficas devido ao baixo rendimento na obtengcdo de substancias
por esta técnica, iniciando-se o trabalho com o experimento 1 descrito nos
fluxogramas e realizando o procedimento de obtencédo de fracdo enriquecida de 7-

oxo descrito no item 3.1.1 na pagina 16.

5.3.1 Obtencao de fragao enriquecida de 7-oxo

Este procedimento originalmente era a etapa preparativa para tratamento da
amostra de precipitado por cromatografia contracorrente para se avaliar a particao
da amostra nas duas fases. Claramente, envolve a solubilidade diferencial do
precipitado de TNTPDs na fase de cromatografia contra corrente. O resultado esta
na tabela 27 da pagina 50. O experimento 1 forneceu uma amostra com cerca de
78,8% de pureza cromatografica de 7-oxo com uma rendimento de 10%. Assim,
este procedimento se mostrou promissor e serviu como ponto de partida. Em todos
os oito experimentos esta foi a técnica aplicada inicialmente. Porém, como indica a
tabela 27, nem o rendimento nem a concentracdo de 7-oxo0 se mantiveram
constantes. O experimento 2 foi realizado tal qual o experimento 1, porém a
concentracédo de 7-oxo foi inferior a obtida no experimento 1, apesar de produzir um
maior rendimento em massa (cerca de 14%).

Em outros experimentos foram feitas modificacbes do procedimento. No
experimento 3, o becher que continha os residuos sem dissolver nas fases foi levado
ao banho ultrassénico com CH.Cl, no lugar de CHCI; como solvente de lavagem.

Estas modificagdes implicaram em um aumento de rendimento, porém a
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concentracido de 7-oxo caiu para cerca de 40% devido, provavelmente, a uma maior
solubilidade do precipitado em CH,Cl..

O experimento 4 foi realizado sem modificacbes e levou a resultados similares
aos do experimento 2, tanto em rendimento como em concentragdo de 7-oxo. A
partir do experimento 5, o precipitado nao foi mais lavado com hexano previamente,
pois isto era feito para retirar residuos de glicerideos, mas estes nao foram
encontrados em analises cromatograficas; e esta foi a Unica modificacdo neste
experimento, que teve o maior rendimento (32,2%) e a segunda maior pureza
(77,5%). Aparentemente, a lavagem prévia com hexano estava de alguma forma
prejudicando o resultado. Devido a alta variabilidade de resultados e por considerar
a etapa de filtracdo a mais propensa a variagdes, nos trés ultimos experimentos o
sistema de filtragcdo com algoddo em seringas foi substituido por um sistema de
fitracdo mais constante, com papel de filtro e um funil de buchner. Outras duas
modificagdes foram realizadas: a massa inicial de precipitado foi reduzida (sem
implicagao técnica, apenas economia de material) e o becher foi substituido por um
baldo pera com tampa. Como recipiente para dissolver o precipitado, o baldo pera
tem a vantagem de poder ser agitado de forma vigorosa, sem perda de liquido e,
quando deixado repousar, permite decantar o liquido com mais facilidade. Os
resultados destas modificacbes foram variados, apesar dos experimentos 6 e 7
apresentarem concentragdes similares de 7-oxo, os rendimentos atingiram valores
bem diferentes, chegando a quase 100% a diferenga entre eles. O ultimo
experimento foi o que forneceu a maior concentragdo de 7-oxo, porém o menor
rendimento. Apesar de nao se definir exatamente uma metodolgoia para esta etapa,
foi possivel obter material suficiente para a sequéncia do trabalho, com o isolamento
do grupo de TNTPD.

5.3.2 Isolamento do grupo de tetranortriterpendides

A descoberta de eluicdo especifica de TNTPDs em um sistema de extragao
em fase sdlida feita durante o desenvolvimento da técnica de preparo da amostra
levou a ensaiar 0 uso desta técnica para a purificagdo de 7-oxo. Pelos estudos de
preparo de amostra ficou claro que havia nas amostras outro “grupo” de substancias
com uma polaridade maior que os TNTPDs, como mostra a figura 24 na pagina 52,
que poderiam permanecer no precipitado. Estudou-se, entdo, a aplicacdo da EFS

para a ‘“limpeza” das fracbes obtidas na etapa anterior. O procedimento foi

121



executado conforme vinha sendo aplicado no preparo de amostra, com mais eluente
de baixa polaridade, visando a retirada de glicerideos do 6leo e menos de TNTPDs
(experimentos 2 e 3). Este raciocinio provou ser incorreto, pois o precipitado néo
continha quantidades significativas de glicerideos, mas sim de TNTPDs. Portanto, o
volume de eluicdo de baixa polaridade foi reduzido para apenas 10ml e o de eluigao
de TNTPDs aumentado para 40ml e depois 50ml (experimentos 1+2, 3, 4 e 5). Os
resultados mostraram que os TNTPDs eluiam com os primeiros 20 mL e com o
restante eluiam os residuos minoritarios. Dessa forma, obteve-se um material com

aspecto cristalino e mais de 80% de pureza cromatografica.

5.3.3 Purificagao de 7-oxo

Para tentar a obtencdo do 7-oxo mais puro, procedeu-se a uma cristalizacao
descrita por Pereira (1998), mas adicionando um pequeno volume de MeOH ao
material obtido por EFS. O resultado foi a obtengdo de um sélido branco no fundo do
frasco, cuja decantacao e analise posterior por CG-EM mostrou que se tratava de 7-
0X0 e, no sobrenadante, encontraram-se os demais TNTPDs, além de 7-oxo
residual. Aparentemente, os TNTPDs possuem baixa solubilidade em pequenos
volumes de MeOH e como o 7-oxo € o maior componente desta fragdo, uma boa
parte desta substancia permanece insoluvel, permitindo uma via para sua obtencao
com alto grau de pureza a partir do tratamento de fragbes enriquecidas com MeOH.
O resultado deste processo pode ser visto na figura 24 da pagina 52.

Nos experimentos 7 e 8 tentou-se entdo tratar com MeOH a fragao originaria
do procedimento de concentragao, cujo éxito eximiria os experimentos de EFS. No
entanto, os resultados ndo foram bons e a pureza das amostras ndo aumentou,
gerando produtos escuros que tiveram que ser submetidos a EFS para retirar as
substancias minoritarias. Ficou evidente entdo que, para o isolamento de 7-oxo a
partir do precipitado de TNTPDs eram necessarios trés passos: (i) a obtencao de
uma amostra mais concentrada em 7-oxo, realizada através do procedimento
descrito no item 3.1.1; (ii) a retirada das substancias minoritarias mais polares,
realizada com a aplicagdo de uma extracdo em fase solida; e (iii) o tratamento da
amostra resultante com pequenos volumes de MeOH que conduz a purificagao da 7-
oxo. Este protocolo foi reproduzido inteiramente no experimento 8 e o resultado
levou a obtengao de 27,1mg de 7-oxo com 95,2% de pureza cromatografica, a partir

de 807,4 mg de massa inicial (fluxograma 3.11, pagina 30).
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Durante todo este estudo para o isolamento de um TNTPD especifico foram
obtidas fragdes resultantes de EFS que nao tinham muita massa mas possuiam
quantidades significativas de 7-oxo. Para se aproveitar este material estas fracbes
foram reunidas e tratadas com MeOH. No final, as fragcdes tratadas provenientes de
todos os experimentos foram unidas para se obter uma amostra uniforme. As
massas de cada fragdo e a massa total reunida estdo apresentadas na tabela 26 da

pagina 50.

5.3.4 Caracterizagao da amostra

A amostra reunida foi analisada por CG-EM e ressonancia magnética nuclear
para caracterizagao quimica e por Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) para
determinacdo de grau de pureza. As figuras 26 e 27, na pagina 54, mostram o
cromatograma e o espectro de massas da amostra reunida respectivamente. As
tabelas 28 e 29, nas paginas 54 e 55 respectivamente, mostram a comparagéao entre
os deslocamentos quimicos da literatura e os obtidos. Na figura 28, da pagina 56,
podem ser vistos os resultados da analise por DSC. No espectro de massas
observamos fragmentos caracteristicos como o sinal a m/z 315 majoritario e o ion
molecular de m/z 438. A comparacgao dos deslocamentos quimicos do RMN também
indica coeréncia com a literatura. Estes resultados corroboram que a substancia
isolada € o 7-desacetoxi-7-oxogedunina. O resultado da calorimetria diferencial
exploratéria indica que a pureza do material € de 94,7% e confirma a identificagao

com o ponto de fusdo semelhante ao obtido na literatura (Pereira, 1998).

5.4 Desenvolvimento da Método de Analise por CLAE

Da mesma maneira que para a analise em cromatografia em fase gasosa, ja
existia na literatura a descricdo de uma metodologia para analise dos TNTPDs em
CLAE apresentado na tabela 17 da pagina 44. No entanto, trata-se de um
procedimento que, além de longo, utiliza um sistema de gradiente de solventes.
Assim, o objetivo principal desta parte do trabalho foi desenvolver uma metodologia
que fosse mais rapida e, de preferéncia, em modo isocratico, ja que as metodologias
baseadas em sistemas de gradiente tendem a dificultar a constancia do equilibrio no
sistema e, portanto, podem comprometer a etapa subsequente do desenvolvimento,

qgue consiste na validacdo do método.
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5.4.1 Fase moével binaria

Inicialmente utilizou-se a metodologia descrita na tabela 17 (Pereira, 1998),
gue se baseia na em uma injegao inicial do conjunto de precipitado de TNTPDs nas
condigbes mencionadas. O ponto central da regido de eluicdo dos TNTPDs no
cromatograma obtido nestas condigdes correspondia a 56% de acetonitrila em agua.
Entdo, uma amostra preparada por EFS foi injetada utilizando uma corrida isocratica
nesta proporgao. O resultado foi bastante promissor (Figura 91, pagina 97). Foram
injetadas amostras ricas em cada um dos quatro TNTPDs com o intuito de identificar
os sinais(Figuras 92, 93, 94 e 95). Para a otimizacédo deste método foi elaborado um
desenho experimental do tipo composto central.

A amostra utilizada neste desenho foi preparada por uma metodologia
preliminar de EFS (Tabela 19 na pagina 45), pois utilizou o resultado de um
procedimento em desenvolvimento. Todas as 17 inje¢des foram efetuadas segundo
o desenho. No entanto, este modelo de fase binaria acarretou invariavelmente a co-
eluicdo do sinal da gedunina com outra substancia, como mostra a figura 96 na
pagina 100. Portanto, ndo se investiu na analise do atual desenho, passando-se
para o estudo de fase movel ternaria para a separagcdo dos TNTPDs. Por outro lado,
este fato evidenciou a alta complexidade da composi¢ao da amostra, induzindo a um
estudo mais aprofundado sofre a EFS. Este estudo foi realizado e os resultados

estao discutidos anteriormente, no item 5.2.

5.4.2 Fase movel ternaria

Com definicdo da metodologia de EFS mais adequada, passou-se a ensaiar
as variacoes grosseiras da fase moével ternaria, como objetivo de se atingir um ponto
de partida para um novo desenho. Este ponto foi representado pela composicéo
MeCN/MeOH/H,O 35:30:35 (V/V/V), que gerou o cromatograma apresentado na
figura 97 da pagina 101. Foi realizado entdo um novo desenho de composto central,
utilizando-se os mesmos fatores estudados no desenho anterior, como a
composi¢cao de fase moével, o fluxo e o volume de injecdo. Para a composicéo de
fase moével, foi fixada a proporcédo de H,O em 35%. Os valores mostrados no
desenho correspondem sempre a porcentagem de MeCN, com o restante, em cada
caso, representado pelo MeOH. Quanto aos demais fatores, foram escolhidos
valores bem extremos, com o objetivo de detectar qualquer significancia em sua

variagdo. O efeito medido foi a resolugdo entre os sinais correspondentes ao

124



angolensato de metila e a gedunina, que possuem sinais adjacentes com tendéncia
a co-eluicio.

A avaliagao dos resultados foi realizada considerando-se o grau de resolugao
de ambas as respostas ao mesmo tempo ja que as duas deveriam apresentar boa
resolucdo. Na figura 98, também na pagina 101, estda apresentada a tabela de
efeitos, mostrando que os todos os fatores principais, menos o fluxo em regressao
quadratico, foram significativos assim como as interagdes de segunda ordem. No
entanto, o parametro com efeito mais significativo foi a porcentagem de MeCN na
composic¢ao. A figura 99, da pagina 102, mostra a andlise de variancia, comparando
o erro puro obtido com as repeti¢des no ponto central com a variancia dos fatores. O
resultado mostra que a variancia residual é significativamente maior que o erro puro.

A figura 100, também na pagina 102, mostra o grafico de desirability para os
trés fatores e as duas respostas. Estas foram definidas como 1,5, pois é a resolucéo
adequada para a maioria das analises cromatograficas. Como esta explicito na
tabela de efeitos, o fator que determina o ponto 6timo é a porcentagem de MeCN, ja
que as respostas em separado sao opostas. Os graficos de superficie para a
resposta resultante, nas figuras 101 e 102, ambas na pagina 103, evidenciam que a
desirability 6tima (1,0) ndo € alcangada, mas ultrapassa o valor de 0,8.
Considerando-se os graficos de superficie de resposta e de desirability, a
porcentagem de MeCN foi fixada em 35%. Ent&do, foram realizadas injegbes com
fluxo variando entre 0,8 e 1,2mL/min., para se determinar o fluxo ideal. A melhor
condicdo encontrada foi 0,9 mL/min., que ndo era muito diferente da resposta a
1,0mL/min; todavia, apresentava a possibilidade de se utilizar menos fase movel.
Por fim, o volume injetado foi fixado em 20 pL por ser o volume maximo admitido
para o fluxo de 0,9mL/min. O comprimento de onda foi mantido em 210nm pois,
como mostra a figura 109 na pagina 110, o angolensato de metila tem um maximo
de absorc¢ao préoximo a 200nm, caindo a partir dai. Portanto, a escolha de maiores
comprimentos de onda (como, por exemplo, correspondente ao maximo das demais
substancias) prejudicaria muito o sinal do angolensato de metila.

Dessa maneira, foi desenvolvido um método para a analise de TNTPDs por
CLAE dtilizando-se um desenho experimental de composto central. Esta
metodologia permitiu que fossem avaliados os parametros que influenciam o
método, permitindo determinar as condi¢gdes 6timas. O cromatograma do método

esta apresentado na figura 103 e o método na tabela 31 ambos na pagina 104. Além
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disso, a aplicagdo da metodologia de desenho experimental permitiu detectar a co-
eluigdo no sinal da gedunina, sendo pertinente mencionar que, quando o primeiro
desenho foi realizado, a analise do espectro de varredura no UV do sinal
correspondente a esta substdncia a indicava como pura. Assim, o desenho
experimental mostrou-se uma ferramenta importante no desenvolvimento desta

metodologia analitica.

5.5 Pré-validacao

As duas metodologias desenvolvidas para a quantificagdo de TNTPDs foram
submetidas a uma pré-validacdo. Esta € uma etapa importante e permite, pela
realizagao de alguns experimentos preliminares, uma avaliagdo da adequagao do
meétodo. Os resultados foram divididos nos diferentes testes realizados, descritos na
tabela 23 da pagina 48. Cabe ressaltar que esta é apenas uma pré-validagao e que
a validacdo dos dois métodos € necessaria para uma avaliagdo completa dos

mesmos.

5.5.1 Linearidade

Os dois resultados, de CLAE e de CGAR, foram analisados por uma
regressao linear e os resultados estdo apresentados nas figuras 103 e 104 da
pagina 105 e se mostraram similares. Os coeficientes de correlagdo indicam a
correlacdo linear da area e a concentracdo de ambos acima de 0,999. Os
coeficientes de determinacdo indicam a predominancia da variancia linear, com
99,97% no caso do CLAE e 99,95% no caso do CG; ambos os resultados foram
confirmados por seus respectivos coeficientes de determinagdo ajustados. A
adequacao do modelo linear também foi confirmada pelo teste de variancia nos dois
casos altamente significativos. Por ultimo, temos o teste t para a diferenga do
intercepto de zero e o resultado nao foi significativo nos dois casos. Este € um dado
importante, que indica ndo haver diferenga significativa entre o intercepto e zero e
permite que sejam realizadas quantificagdes utilizando apenas uma concentragéo de
referéncia na rotina — sempre dentro da faixa de concentragcdo estudada. A
linearidade ainda foi confirmada pelo grafico dos preditos x residuos, apresentados
nas figuras 105 e 106 da pagina 106, mostrando uma distribuicdo aleatéria dos
dados. Nas figuras 107 e 108 da pagina 107 estdo apresentados os graficos de

dispersao dos dados, com os respectivos modelos lineares determinados.

126



5.5.2 Repetitividade

A precisdao foi avaliada apenas no nivel da precisdo intra-corrida ou
repetitividade. Tanto para CGAR como para CLAE, os valores foram satisfatorios,
estando abaixo de 2% - a excec¢ado nos dois casos da menor concentracdo, que
apresentaram os maiores coeficientes de variacdo (acima de 2%). No entanto,
levando-se em conta que estes sao o limite inferior da curva em uma concentragao
bem reduzida, os valores sdo aceitaveis. Os demais valores estdo todos abaixo de
2%, indicando uma boa repetitividade do método. Os resultados estdo apresentados

nas tabelas 32 e 33 das pagina 108 e 109.

5.5.3 Seletividade

A seletividade foi determinada de duas formas: pelo desenho experimental,
como ja discutido, e pela analise do conjunto de sinais do espectro. Este resultado
esta apresentado na figura 109 da pagina 110 e confirma a pureza do sinal de cada
TNTPD. A seletividade s6 foi estudada para o método de CLAE.

5.5.4 Limite de Detec¢ao e Quantificagao

Os limites de deteccao e quantificagdo foram calculados a partir do desvio
padrao da menor concentragcdo. Normalmente, estes limites sdo estimados a partir
do desvio padrao do intercepto de varias curvas ou calculados diretamente apds
realizar uma séria de analises em branco para determinar o desvio padrao do ruido
da linha de base. Nos dois casos, o objetivo é determinar qual é o valor maximo em
area que o ruido da linha de base pode assumir. Neste estudo de pré-validagao,
apenas uma curva foi elaborada e as analises do branco ndo forneceram qualquer
sinal quantificavel. Deste modo, utilizou-se o desvio padrdo do menor nivel da curva,
por apresentar a maior proporgcédo, além de ser o ponto mais proximo a linha de
base. Os valores calculados estao apresentados nas tabelas 34 e 35 ambos na

pagina 111.
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5.6 Quantificagao dos tetranortriterpendides

O resutado da quantificagao esta apresentado na tabela 36 da pagina 112. A
quantificagcdo dos TNTPDs foi realizada utilizando-se o 7-oxo como referéncia. Na
sua quantificacao, aplicou-se o fator de correcao levando-se em conta o resultado do
teste de recuperacdo. Os demais TNTPDs também foram quantificados, utilizando-
se a area do pico de 7-oxo como referéncia com o objetivo de estimar as
quantidades dos outros trés TNTPDs presentes ja que, para estes, ndao ha padrbes
disponiveis. A quantificacdo de substéncias pertencentes a um mesmo grupo em
matrizes vegetais, referenciada a uma substancia deste grupo, € uma ferramenta
comum e alguns trabalhos ja foram publicados neste sentido (Tappin et al., 2004).
Por outro lado, além da similaridade das moléculas, também os espectros no
ultravioleta da gedunina e da 6a-acetoxigedunina s&o muito parecidos com o
espectro do 7-oxo e, provavelmente, as quantidades calculadas estdo bem proximas
aos valores reais. Quanto ao angolensato de metila, este apresenta um espectro de
ultravioleta bem distinto dos demais (Figura 109), apresentando um maximo de
absorcdo em cerca de 200nm e, a medida que o comprimento de onda aumenta, cai
a sua absorcdo. E provavel que o valor calculado seja inferior ao valor real, o que
permite assegurar apenas a quantidade minima desta substéncia presente na
amostra. O fator de recuperacdo nao foi aplicado aos demais TNTPDs pois os
experimentos de preparo de amostra indicam que eles, a principio, eluem nos
primeiros 15 mL com o uso de CHCI;/MeCN. A quantificagdo foi realizada apenas
por CLAE, e portanto € interessante que para uma melhor comparacdo entre os

meétodos cromatograficos se quantifiquem os tetranortriterpendides por CGAR.
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6.0 Conclusao

Neste trabalho foi isolado e caracterizado um tetranortriterpendide presente
em Oleo de “andiroba” a partir de precipitado de tetranortriterpendides. Para seu
isolamento, utilizaram-se diferentes técnicas. Contudo, ndo foi possivel determinar
uma metodologia 6tima para o isolamento desta substancia, mas o desenvolvimento
dos procedimentos aqui aplicados € potencialmente aplicavel para a obtengéo nao
s6 de 7-desacetoxi-7-oxogedunina, assim como para o isolamento dos demais
tetranortriterpendides.

O procedimento de preparo de amostra baseado em uma extracdo em fase
solida foi desenvolvido e testado, fornecendo uma boa recuperagéo de material 90%
para o 7-oxo e 100% para os demais. Este procedimento permitiu a andlise de uma
amostra mais simples e com maiores concentracées de TNTPDs. No entanto, ainda
cabem alguns estudos como a recuperagdo dos demais TNTPDs e o estudo do
efeito da matriz.

Duas metodologias analiticas para a determinacdo de tetranortriterpendides
foram desenvolvidas e pré-validadas. Ambas apresentaram resultados bem similares
e demonstram que podem ser potencialmente utilizadas na quantificagdo destas
substancias. Contudo, para isso € necessario que seja realizada uma validagao
completa para confirmacao dos resultados.

Os tetranortriterpendides em 6leo de “andiroba” foram quantificados por
CLAE, resultando em cerca de 0,7% da massa do dleo total.

A metodologia analitica desenvolvida, com método de preparo de amostra e
método de analise cromatografica pode ser aplicada no controle da qualidade de
oleo de “andiroba” quando este é utilizado com fins terapéuticos, ou ainda quando
for insumo para medicamentos cuja acao terapéutica estd baseada nas acgdes
farmacoldgicas nos tetranortriterpendides presentes no éleo de “andiroba”.

Os métodos analiticos também podem ser considerados como ponto de
partida para a o controle da qualidade de velas repelentes fabricadas a partir do
bagaco de “andiroba”, bastando para isso que se desenvolva o método de preparo
de amostra a partir deste produto, neste caso ainda, assim como para o dleo, o
método de preparo de amostra pode estar baseado em uma extracdo em fase
solida.

Como nao ha metodologia analitica oficial para o controle destes produtos,

esta € uma ferramenta importante na vigilancia sanitaria deste mercado, inclusive
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para a deteccao de adulteracdes.

Por outro lado este trabalho indica o uso de um tetranortriterpendide como
referéncia para o controle da qualidade mencionado e sugere uma metodologia para
producao desta substancia com pureza suficiente para ser utilizada como referéncia.

Como desdobramentos deste trabalho estdo o estudo do 7-desacetoxi-
7oxogedunina como SQR e a validagédo completa das metodologias desenvolvidas
inclusive com estudo interlaboratorial, sendo possivel sua inclusdo como
metodologia oficial. Por fim, com estas ferramentas mencionadas, realizar um estudo
sobre a qualidade do 6leo de “andiroba” a venda no mercado, detectando

adulteragdes e garantindo a qualidade do produto.
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Anexo |
Espectros de Ressonancia Magnética Nuclear

de Préton e Carbono 13
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Figura A1: Espectro de préton do padrao de 7-desacetoxi-7-oxogedunina.
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Figura A2: Detalhe do espectro de préton do padrao de 7-desacetoxi-7-oxogedunina
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Figura A3: Detalhe do espectro de préton do padrao de 7-desacetoxi-7-oxogedunina
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Figura A4 Espectro de Carbono 13 do padrao de 7-desacetoxi-7-oxogedunina.
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Figura A5: Detalhe do espectro de Carbono 13 do padrao de 7-desacetoxi-7-oxogedunina.
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Figura A6: Detalhe do espectro de Carbono 13 do padrao de 7-desacetoxi-7-oxogedunina.

144



